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Zusammenfassung  1 
1 Zusammenfassung 
Niedrigdosierte Röntgenstrahlung kommt heutzutage überwiegend in der medizinischen Bildgebung 
zum Einsatz und spielt dabei eine entscheidende Rolle in der Diagnostik. Besonders an Kleinkindern 
werden computertomographische Untersuchungen mit niedrigdosierter Röntgenstrahlung 
durchgeführt. Dabei ist der Kopf das am häufigsten untersuchte Körperteil. Neben der Verwendung 
in der medizinischen Diagnostik wird Röntgenstrahlung auch als Therapiemittel gegen Tumore 
eingesetzt. Zusätzlich werden Menschen bei Flug- und Weltraumreisen durch natürliche Strahlung 
belastet. Umso wichtiger ist die Untersuchung der Strahlungseffekte auf den Organismus. Der Fokus 
dieser Arbeit liegt auf der Analyse von Strahlungseffekten auf das neuronale Netzwerk. Ein direkter 
und zugleich folgenreicher Schaden der Röntgenstrahlung ist die Induktion von DNS-
Doppelstrangbrüchen (DSBs). Proliferierende Zellen, zu denen unter anderem Stammzellen gehören, 
besitzen prinzipiell zwei Reparaturwege um DNS DSBs zu reparieren: die homologe Rekombination 
(HR) und die nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ). Ausdifferenzierte Zellen wie Neurone und 
Gliazellen können nur noch auf den häufig fehlerhaften NHEJ-Reparaturweg zurückgreifen. Nicht 
oder fehlerhaft reparierte DNS DSBs führen zu Seneszenz, Apoptose oder Zellentartung und können 
auf diese Weise die Pathogenese von Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und Krebs fördern. 
Um den Einfluss einer nicht funktionalen HR auf die Radiosensitivität im sich entwickelnden 
neuronalen Netzwerk zu untersuchen, wurde das HR-defiziente Rad54-/- Mausmodell gewählt. Die 
Versuchstiere wurden während den neurologisch störungssensiblen Phasen E14.5 und p10 mit 
500 mGy bestrahlt und im adulten Stadium hinsichtlich ihrer motorischen Fähigkeiten sowie ihres 
Explorations- und Lernverhaltens untersucht. Interessanterweise stellte sich beim Vergleich mit 
Wildtyptieren heraus, dass nicht nur röntgenbestrahlte Rad54-/- Tiere sondern auch sham bestrahlte 
Kontrolltiere ein beeinträchtigtes Lernverhalten im Morris Water Maze-Test aufweisen. Motorische 
Fähigkeiten und Explorationsverhalten, die mit Hilfe des RotaRod- und Elevated Zero Maze-Tests 
überprüft wurden, sind hingegen nicht betroffen. Darüber hinaus konnte festgestellt werden, dass 
zwischen dem spezifischen Defizit im komplexen räumlichen Lernen und der Anzahl an Doublecortin 
(DCX)-positiven Zellen im Gyrus dentatus der Rad54-/- Mäuse eine negative Korrelation besteht. Da 
DCX als Marker für junge Neurone etabliert ist, legt dieses Ergebnis die Schlussfolgerung nahe, dass 
eine gestörte adulte Neurogenese, die komplexe allozentrische Navigation erheblich beeinträchtigt. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die NHEJ-Reparatur in verschiedenen neuronalen Zelltypen 
analysiert. Dazu diente das in vitro Stammzellsystem J1. Vorteil dieses minimalistischen Systems ist 
die Möglichkeit, neuronale Stammzellen in homogene Deszendentenkulturen zu differenzieren, 
sodass Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten unabhängig voneinander hinsichtlich ihrer 
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Radiosensitivität untersucht werden können. Die Reparatur strahleninduzierter DNS DSBs wurde 
über die Immunfluoreszenzfärbung des Reparaturproteins 53BP1 verfolgt. Es zeigte sich, dass 
Neurone nach Bestrahlung mit 500 mGy eine drastisch verlangsamte Reparatur von DNS DSBs und 
eine signifikant reduzierte elektrische Spontanaktivität aufweisen. Die Spontanaktivität wurde über 
die Ableitung der Spannungsänderungen in der homogenen Neuronenkultur in einem 
Multielektrodenarray bestimmt. Darüber hinaus konnte festgestellt werden, dass eine 
Impulsbehandlung über Nacht mit dem exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat eine signifikante 
Steigerung der Reparatureffizienz von strahleninduzierten DNS DSBs in Neuronen bewirkt. Zusätzlich 
schützt Glutamat das neuronale Netzwerk vor einer strahleninduzierten Dysfunktion. Dieser Effekt 
konnte darauf zurückgeführt werden, dass spezifische Agonisten des glutamatergen Systems durch 
Bindung an spezifische NMDA-Rezeptoren einen ausschließlich in Neuronen vorkommenden 
Signalweg induzieren, der zur Aktivierung der Topoisomerase II-beta und in Folge dessen zur 
Transkription von immediate early genes führt. Diese verstärken die DNS-Schadensantwort und 
wirken so neuroprotektiv. 
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die neuronale Entwicklung sowohl im embryonalen als auch 
im postnatalen Status radiosensitiv ist und dass eine funktionale DNS DSB-Reparaturmaschinerie 
maßgebend für die einwandfreie Entwicklung und Funktion des neuronalen Netzwerkes ist. 
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2 Summary 
Low-dose ionising radiation is frequently used in medical imaging and plays a crucial role in 
diagnostics. Computer tomographic examinations with low- dose X- rays are performed, especially on 
toddlers. In these connections, the head is the most frequently examined body part. Beside this, 
ionising radiation is used as therapeutic agent against tumor. In addition people are exposed to 
natural radiation during air and space travel. These are important reasons to study the effects of 
ionising radiation on the organism. The focus in this work is the analysis of radiation effects on the 
neuronal network. A direct and seriously damage of ionising radiation is the induction of DNA double 
strand breaks (DSBs). Proliferating cells, such as stem cells, have two main repair pathways to repair 
DNA DSBs: homologous recombination (HR) and non-homologous end joining (NHEJ). Differentiated 
cells such as neurons and glial cells are dependent on the frequently defective repair pathway NHEJ. 
DNA DSBs which are not or incorrectly repaired lead to senescence, apoptosis or degenerated cells. 
These factors can support the pathogenesis of Alzheimer’s-, Parkinson’s- disease and tumor 
formation. 
To investigate the influence of a non- functional HR on radio sensitivity in the developing neural 
network, the HR- deficient Rad54-/- mouse model was chosen. The animals were irradiated with 
500 mGy during neurologically disturbance- sensitive phases E14.5 and p10. Two months later, in 
adult stage, motor skills and exploration behaviour were analysed. Interestingly, the comparison with 
wild type animal’s exhibit that not only the radiated Rad54-/- mice show impaired learning behaviour 
in the Morris Water Maze- test, but also the sham irradiated control mice. Motor skills and 
exploration behaviour, which were assessed by the RotaRod- and Elevated Zero Maze-tests, are not 
affected. Furthermore, it was found that there is a negative correlation between the specific deficit 
in complex spatial learning and the number of doublecortin (DCX)-positive cells in the dentate gyrus 
of Rad54-/- mice. Because DCX is a marker for young neurons, the results suggest that impaired 
complex allocentric navigation is due to deranged adult neurogenesis. 
In the second part of this work, NHEJ-repair in different neuronal cell types was analyzed. For this 
purpose, the in vitro stem cell line J1 was differentiated to homogeneous descendant cultures of 
neurons, astrocytes and oligodendrocytes. This allowed each cell type to be independently tested for 
radio sensitivity. The repair of radiation-induced DNA DSBs was observed by immunofluorescence 
staining of the repair protein 53BP1. It was found a dramatically slowed down repair of DNA DSBs in 
neurons after irradiation with 500 mGy. In addition, the low-dose irradiation leads to a reduction of 
electrical spontaneous activity. The spontaneous activity was determined by deriving the voltage 
changes in the homogeneous neuron culture in a mutielectrode array. Interestingly, overnight 
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treatment with the excitatory neurotransmitter glutamate significantly increases the repair efficiency 
of radiation-induced DNA DSBs in neurons. Additionally, glutamate protects the neural network from 
radiation-induced dysfunction. This effect could be attributed to the fact that agonists of the 
glutamatergic system, by binding to specific NMDA-receptors, induce a signalling pathway which is 
exclusively found in neurons. This signalling pathway leads to the activation of topoisomerase II-beta 
and consequently to the transcription of immediate early genes. These enhance the DNA damage 
response and thus have a neuroprotective effect. 
Overall, it could be shown that neuronal development, both in embryonic and postnatal status, is 
radiosensitive and that a functional DNA DSB repair is essential for the proper development and 
function of the neural network. 
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3 Einleitung 
Seit einigen Jahrzehnten ist bekannt, dass hoch dosierte ionisierende Strahlung zu gravierenden 
Schäden am Organismus führen kann. Dies konnte sowohl durch eine Reihe epidemiologischer 
Studien von Atombombenüberlebenden in Hiroshima und Nagasaki, als auch durch Tierversuche 
eindeutig festgestellt werden. Folgen einer hohen Strahlenbelastung sind unter anderem die 
Entwicklung von Krebsgeschwüren, Herz-Kreislauferkrankungen und Missbildungen1. Ionisierende 
Strahlung in niedrigen Dosen gilt hingegen seit über einem Jahrhundert als nützliches Werkzeug in 
der Medizin. Mit Hilfe der Röntgenstrahlung wurden insbesondere im bildgebenden Bereich große 
Fortschritte seit Ende des 19. Jahrhunderts gemacht. In den letzten Jahrzehnten konnte die Technik 
so weit verfeinert werden, dass nur noch sehr geringe Strahlendosen nötig sind, um ein genaues 
Abbild der inneren Struktur des Körpers zu erlangen2. Die Computertomographie (CT) kommt mit 
Strahlendosen unter 100 mGy aus. Zuletzt wurden nach einer Studie in Deutschland 1-6 % aller CT 
Untersuchungen bei Kindern durchgeführt. Die Hälfte dieser Kinder war zum Zeitpunkt der 
Untersuchung jünger als 4 Jahre. Das betroffene Körperteil war zu 52 % der Schädel. Obwohl die 
Strahlenexposition im CT relativ gering ist, kann eine Schädigung des Gehirns hervorgerufen werden. 
So konnte in einer Studie nachgewiesen werden, dass Männer, die im Kleinkindalter einer 
Bestrahlung im Kopfbereich (> 100 mGy) ausgesetzt waren, im Erwachsenenalter eine deutliche 
Verminderung der kognitiven Leistung aufwiesen3. Neuere Studien unterstützen diese Befunde und 
zeigen, dass selbst niedrige Strahlendosen zum Zelltod von neuronalen Stammzellen führen können. 
Dabei sind nicht nur wie zuvor angenommen die neuronalen Stammzellen im embryonalen Stadium 
gefährdet, sondern auch die adulten Stammzellen im postnatalen Gehirn4. 
3.1.1 Die adulte Neurogenese im Säugerhirn 
Schon in den frühen sechziger Jahren konnten in verschiedenen adulten Säugerarten mit Hilfe der 
3h-Thymidin-Autoradiographie neu gebildete Neurone nachgewiesen werden5. Obwohl daraufhin in 
weiteren Studien neuronale Vorläuferzellen in erwachsenen Säugerhirnen ausgemacht werden 
konnten, dauerte es 30 Jahre bis das alte Dogma, dass eine Neubildung von Neuronen nur während 
der Embryogenese möglich ist, durch die Neuerkenntnis, dass auch im adulten menschlichem Gehirn 
 
1 Kato 1971; Miller 1969; Otake und Schull 1998. 
2 Fahimian et al. 2010. 
3 Hall et al. 2004. 
4 Barazzuol et al. 2015; Gatz et al. 2011; Fike et al. 2009. 
5 Altman 1962, 1963; Smart 1961. 
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Neurogenese stattfindet, abgelöst wurde6. Die adulte Neurogenese ist ein Prozess, an dessen Anfang 
Stammzellen stehen, die über Proliferation und Migration letztendlich neue Neurone hervorbringen, 
die sich im vorhandenen System integrieren7. Bisher konnten zwei prägnante Orte im Säugergehirn 
ausgemacht werden, welche für die Neubildung von Neuronen verantwortlich gemacht werden: die 
subventrikuläre und die subgranuläre Zone. Diese Zonen werden auch zusammenfassend als 
Stammzellnischen bezeichnet8. Neu gebildete Neurone aus der subventrikulären Zone (SVZ) 
migrieren hauptsächlich anterior Richtung olfaktorischen Bulbus, um sich dort nach der 
Differenzierung als Interneurone im olfaktorischen System zu integrieren9. Besonders wichtig für den 
Menschen sind jedoch die neuronalen Stammzellen, die in der subgranulären Zone (SGZ) des Gyrus 
dentatus (GD) liegen. Diese Stammzellen (= radiale Gliazellen, Abb. 1 A) entwickeln sich aus 
Neuroepithelzellen, die während der embryonalen Neurogenese gebildet wurden und bis zum 
adulten Stadium in den Stammzellnischen residieren. Durch die besondere Umgebung, welche die 
Stammzellnische schafft, bleiben die Stammzellen in ihrem proliferierenden Stadium bis sie ein aus 
Wachstums- und Transkriptionsfaktoren bestehendes extrinsisches Signal zur Migration bekommen. 
Frühe, unreife Neurone, die sich aus radialen Gliazellen entwickeln (Abb. 1 A) werden durch GABA 
noch depolarisiert. Dies liegt an ihrer hohen intrazellulären Chlorid-Konzentration, die über den 
Chlorid-Importer NKCC1 aufrechterhalten wird10. Im späteren Verlauf ihrer Maturation bilden sie 
funktionelle NMDA-Rezeptoren aus und werden nur noch durch Glutamat Agonisten depolarisiert. 
GABA wirkt dann, aufgrund der niedrigeren intrazellulären Chlorid-Konzentration, inhibitorisch11. 
Radiale Gliazellen die aus der subgranulären Zone migrieren und sich über Neuroblasten zu jungen 
Neuronen entwickeln, besitzen spezielle Eigenschaften, um sich im neuronalen Schaltkreis des 
Hippocampus zu integrieren. Ihr Schwellenwert für die Induktion von Langzeitpotenzierungen (LTPs) 
ist besonders niedrig, die Größe der Amplitude des LTPs hingegen besonders groß. LTPs beschreiben 
den Effekt der langfristigen Verstärkung der synaptischen Übertragung im Hippocampus, über die 
Aktivierung des NMDA Rezeptors12. Aufgrund der leichten Induktion eines LTPs in jungen Neuronen, 
können diese in Konkurrenz mit den bereits integrierten Körnerzellen treten und werden gleichzeitig 
schneller integriert. Ermöglicht wird diese Erleichterung der LTP-Induktion durch NMDA-Rezeptoren, 
 
6 Kaplan und Hinds 1977; Kaplan 1985; Tuszynski und Gage 1995; Eriksson et al. 1998; Gould et al. 1999b; Boldrini et al. 
2018. 
7 Kaneko et al. 2017. 
8 Alvarez-Buylla und Garcıá-Verdugo 2002; Fares et al. 2019; Abbott und Nigussie 2020. 
9 Ming und Song 2011; Bergmann et al. 2012. 
10 Ge et al. 2008; Tozuka et al. 2005; Ge et al. 2006. 
11 Nácher et al. 2007; Overstreet Wadiche et al. 2005. 
12 Frey und Morris 1997; Nicoll und Schmitz 2005; Bliss und Lomo 1973. 
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die die NR2B Untereinheit besitzen13. Diese starke synaptische Plastizität ist ein Schlüsselfaktor für 
die Bildung von Langzeiterinnerungen und die räumliche Orientierung14. Die Entwicklung von 
Neuroepithelzellen zu reifen Neuronen unterscheidet sich in der adulten Neurogenese kaum von der 
embryonalen Neurogenese15. Der einzige nennenswerte Unterschied liegt in der Geschwindigkeit der 
Maturation, die bei der adulten Neurogenese erheblich langsamer verläuft als es bei der 
embryonalen Neurogenese der Fall ist16. 
 
Abbildung 1: Differenzierungspotential radialer Gliazellen und detaillierter Differenzierungsverlauf von Neuronen. 
Erstellt mit BioRender.com. 
 
13  Tashiro et al. 2006; Toni et al. 2007. 
14 Ge et al. 2007; Espósito et al. 2005; Schmidt-Hieber et al. 2004; Ramirez-Amaya et al. 2006; Kee et al. 2007. 
15 Espósito et al. 2005; Duan et al. 2008. 
16 Overstreet-Wadiche et al. 2006; Zhao et al. 2006. 
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(A) Differenzierungspotential radialer Gliazelle in der adulten, humanen subgranulären Zone. Während der embryonalen 
Entwicklung wandeln sich einige der Neuroepithel-Zellen in radiale Gliazellen um. Diese produzieren wiederum 
Vorläuferzellen für Neurone, Oligodendrozyten und Astrozyten, sowohl während der embryonalen als auch später in der 
adulten Neurogenese. (B) Während der Differenzierung radialer Gliazellen zu reifen Neuronen durchlaufen die Zellen 
mehrere Stadien, in denen kritische Phasen das Zellüberleben gefährden und sich die synaptische Integration, als auch die 
Expression charakteristischer Proteine verändern. Abbildung in Anlehnung an Ming und Song17. 
Die subgranuläre Zone ist darauf ausgerichtet, dass neu gebildete Neurone überleben und sich in den 
vorhandenen Schaltkreis des Hippocampus integrieren. So geben z.B. Astrozyten eine Reihe von 
Membranbindungsfaktoren ab, die zur Regulierung der Proliferation, der Migration und der 
Synapsenbildung von Neuronen essentiell sind18. Nicht aktivierte Mikrogliazellen sorgen dafür, dass 
apoptotische Zellkörper neuer Neuronen schnell phagozytiert werden und keinen negativen Effekt 
auf andere migrierende Neurone haben19. Interneurone setzen in der Stammzellnische GABA frei, um 
die Maturation, die Entwicklung der Dendriten und die synaptische Integration von neugebildeten 
Neuronen zu sichern20. Glutamat reguliert unter anderem über die Aktivierung des NMDAR-
Signalweges das Überleben der neu gebildeten Neurone21. Trotz der guten Voraussetzungen für ein 
erfolgreiches Integrieren der neu gebildeten Neurone in das vorhandene Netzwerk, gibt es auf 
diesem Weg der adulten Neurogenese zwei kritische Phasen für die jungen Neurone. Die erste ist 
während der Umwandlung von migrierender Vorläuferzelle ins Neuroblastenstadium (Stadium kurz 
vor unreifem Neuron – noch keine Dendriten ausgebildet, aber DCX positiv) und die zweite während 
der Integrationsphase des unreifen Neurons zum reifen Neuron (Abb. 1 B). Faktoren, die den Prozess 
der Neurogenese verändern oder den Verlust von Neuronen oder Gliazellen bewirken, können 
neurodegenerative Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson oder Chorea Huntington auslösen22. Dass 
wenige Zellen solche Auswirkungen auf die neuronale Verschaltung haben, liegt an der Eigenschaft 
dieser jungen Neurone, als Modulatoren für eine große Anzahl von reifen Neuronen zu fungieren. 
Junge Neurone können reife Neurone in ihrer Aktivität stärken, ihre Signale synchronisieren und eine 
Oszillation im Netzwerk auslösen23. Junge Körnerzellen bilden Verbindungen über Moosfasern zu 
Pyramidenzellen der CA3 Region, ebenso wie zu dutzenden Interneuronen, welche wiederum 
hunderte von reifen Körnerzellen im Gyrus dentatus inhibieren können24. 
 
17 Ming und Song 2011. 
18 Barkho et al. 2006. 
19 Sierra et al. 2010. 
20 Ge et al. 2006; Tozuka et al. 2005. 
21 Tashiro et al. 2006. 
22 Akiyama 1994; Price et al. 1986; Braak und Braak 1991; Stout et al. 2011; Hinnell et al. 2012. 
23 Kee et al. 2007; Ramirez-Amaya et al. 2006. 
24 Freund und Buzsáki 1996. 
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Aus den radialen Gliazellen der subgranulären Zone können neben den Neuronen-Vorläuferzellen 
auch Oligodendrozyten- und Astrozyten-Vorläuferzellen entstehen, welche zu adulten Gliazellen 
reifen (Abb. 1 A). Die Besonderheit der Oligodendrozyten besteht in ihrer Zusammensetzung und 
Aufgabe im zentralen Nervensystem. Sie selbst bestehen fast ausschließlich aus dem basischen 
Myelinprotein (MBP, engl. myelin basic protein) und sind dafür verantwortlich, neuronale Axone mit 
einer Myelinschicht zu ummanteln, um eine schnellere Signalweiterleitung zu ermöglichen. Der 
Ursprung der Myelinisierung ist noch nicht vollständig geklärt. So kann die Myelinproduktion von 
Oligodendrozyten selbst initiiert oder durch äußere Signale gesteuert werden. Sicher ist, dass 
Oligodendrozyten ihre Oberfläche um das 6.500-fache vergrößern und auf diese Weise multiple 
Axonsegmente myelinisieren können. Aufgrund dessen zeichnen sich Oligodendrozyten durch eine 
hohe metabolische Aktivität aus, die es erforderlich macht, dass Oligodendrozyten eine enge 
Verbindung zum vaskulären System haben25. Ein krankhafter Abbau der Myelinisierung, welches 
symptomatisch für Multiple Sklerose ist, führt zu Lähmungserscheinungen und Fehlkoordination von 
Signaleingängen im Zentralnervensystem (ZNS)26. Transformationen von Oligodendrozyten stehen im 
Verdacht der Ursprung von Gliomzellen zu sein27.  
Astrozyten sind die zahlenstärksten Zelltypen im zentralen Nervensystem und übernehmen ein 
weites Spektrum an Aufgaben, um dieses System funktional aufrechtzuerhalten. Neben der 
strukturellen und metabolischen Unterstützung von Neuronen, erhalten sie die Blut-Hirn-Schranke, 
regulieren den zerebralen Blutstrom und bewirken durch die Aufnahme von Neurotransmittern ein 
Ionengleichgewicht im ZNS28. Astrozyten können zudem regulierend auf die Snyaptogenese wirken. 
Dies geschieht durch die Expression von Thrombospondinen und Glypikanen, welche die Neuron-
Neuron Interaktion initiieren, oder durch das Entfernen von Synapsen durch Mikroglia29. Eine 
Fehlfunktion der Astrozyten kann zu Epilepsie und multiplen neurodegenerativen Krankheiten 
führen30. 
3.1.2 Ionisierende Strahlung und ihr Einfluss auf die embryonale und adulte Neurogenese 
Die Erkenntnis, dass ionisierende Strahlung fatale Auswirkungen auf das Gehirn haben kann, wurde 
spätestens nach den Atombombenabwürfen auf Hiroshima und Nagasaki ersichtlich31. Vor allem 
Embryonen, die sich in einer kritischen Phase der Gehirnentwicklung befanden, waren besonders 
 
25 Lee et al. 2012. 
26 Fancy et al. 2011. 
27 Liu et al. 2011. 
28 Stevens et al. 2007; Freeman 2010. 
29 Allen et al. 2012; Christopherson et al. 2005; Kucukdereli et al. 2011. 
30 Phatnani und Maniatis 2015; Coulter und Steinhäuser 2015. 
31 Shors et al. 2001; Preston et al. 1994; Preston et al. 2007. 
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betroffen. Die Folgen waren vielgestaltig und reichten von schweren kognitiven Schäden bis hin zum 
Abort junger Feten32. Dass das junge postnatale Gehirn von Kindern ebenso gefährdet ist durch 
ionisierende Strahlung Schäden davonzutragen, wurde erst nach Studien über Patienten ersichtlich, 
welche in ihren frühen Kindheitsjahren eine Strahlentherapie erfahren hatten33. Seither ist der Disput 
groß, ob es eine Schwellendosis gibt, die erreicht werden muss, um Schäden im Gehirn 
hervorzurufen oder ob jede Strahlendosis - sei sie noch so gering - zu einer Veränderung im Netzwerk 
des Gehirns führen kann. Eine Erforschung dessen ist umso wichtiger, da der Einsatz ionisierender 
Strahlung besonders im medizinischen Sektor immer weiter zunimmt und wichtiger wird. 
Röntgenstrahlung ist seit Jahrzehnten ein wichtiges Werkzeug bei der Bekämpfung von 
Gehirntumoren. Problematischerweise führt die Bestrahlung des juvenilen und des adulten Gehirns 
häufig zu neurodegenerativen Entwicklungen, die erst Monate oder Jahre nach der abgeschlossenen 
Strahlentherapie zutage treten34. Prozesse die im Hippocampus verschaltet werden, so wie das 
Lernen, die Generierung von Erinnerungen und räumliche Orientierung, sind besonders betroffen. 
Ein Großteil der Patienten, die erfolgreich durch eine Strahlentherapie genesen, entwickelten im 
späteren Leben eine Demenz35. Strahleninduzierte Lerndefizite haben in Mausmodellen häufig ihren 
Ursprung in einer verminderten Proliferation und einer erhöhten Apoptoserate im Hippocampus 
sowie einer Verminderung der adulten Neurogenese36. Die adulte Neurogenese spielt eine wichtige 
Rolle für die normale Funktion des Hippocampus, weshalb strahleninduzierte Veränderungen der 
Neurogenese zu schweren kognitiven Beeinträchtigungen führen37. 
3.1.3 Zielsetzung 
Ziel dieser Arbeit war es in einem in vitro und in vivo Modellsystem die kurz- und langfristigen Effekte 
niedrigdosierter Strahlung auf das neuronale Netzwerk zu untersuchen und einen Beitrag zur 
Risikoabschätzung zu leisten. Im Vordergrund stand dabei der folgenreichste Effekt der 
Röntgenstrahlung, die Induktion von DNS Doppelstrangbrüchen. Diese unmittelbaren Folgen einer 
Röntgenbestrahlung sollten in unterschiedlichen neuronalen Zelltypen untersucht werden. Dafür bot 
sich die murine, neuronale Stammzelllinie J1 an. Dieses minimalistische in vitro Zellsystem ermöglicht 
es neuronale Stammzellen in homogene Deszendentenkulturen zu differenzieren. So konnte die 
Induktion und die Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs in Neuronen, Astrozyten und 
 
32 Otake und Schull 1984; Ron et al. 1982. 
33 Ron et al. 1982; Hall et al. 2004; Sadetzki et al. 2005. 
34 Surma-aho et al. 2001; Roman und Sperduto 1995. 
35 Crossen et al. 1994; Abayomi 1996; Lee et al. 1989. 
36 Tada et al. 2000. 
37 Hodges et al. 1998; Sienkiewicz et al. 1994; Snyder et al. 2001; Shors et al. 2001. 
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Oligodendrozyten einzeln und unabhängig voneinander betrachtet werden. Mit einer 
Bestrahlungsdosis von 500 mGy und der Detektion des Reparaturproteins 53BP1 sollten Induktion 
und Reparatur von DNS DSBs in den Zelltypen verfolgt werden. Strahleninduzierte DNS DSBs sind 
komplexe Brüche38, die bei fehlerhafter oder unvollständiger Reparatur die Genomstabilität der Zelle 
gefährden. Eine Genominstabilität kann zu entarteten Zellen führen, die den Ursprung bösartiger 
Geschwüre bilden39. Ebenso kann eine gefährdete Genomintegrität zum Zelltod führen40. Der Verlust 
eines Großteils von Neuronen führt zu neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer oder 
Parkinson41. Aufgrund dessen ist eine geeignete Reparatur dieser komplexen DNS DSBs unerlässlich. 
Postmitotische Zellen wie ausdifferenzierte Neurone und Gliazellen sind hauptsächlich auf die nicht-
homologen Endverknüpfung (NHEJ) angewiesen, während mitotischen Zellen, wie den neuronalen 
Stammzellen, prinzipiell ein weiterer Reparaturweg, die homologe Rekombination (HR), zur 
Verfügung steht42. Wie wichtig eine intakte DNS DSBs-Reparatur ist und welche langfristigen Folgen 
entstehen können wenn diese Reparatur beeinträchtigt ist, sollte in vivo mit dem HR-defiziente 
Mausmodell Rad54-/- untersucht werden. Zusätzlich sollte eine Bestrahlung der Rad54-/- Mäuse, mit 
500 mGy, zu den Entwicklungszeitpunkten E14.5 und p10, darüber Aufschluss geben wie verheerend 
die Folgen von Röntgenstrahlung auf das sich entwickelnde Gehirn sind, wenn ein wichtiger DNS DSB-
Reparaturweg beeinträchtigt ist. Überprüft wurde dies mit dem räumlichen Lern- und Gedächtnistest 
Morris Water Maze. 
 
 
38 Ward 1988. 
39 Khanna und Jackson 2001. 
40 McKinnon 2013. 
41 Price et al. 1986; Bender et al. 2006. 
42 Mao et al. 2008. 
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4 Kapitel I: Langfristige Folgen niedrigdosierter Röntgenstrahlung auf das 
HR-defiziente Mausmodell Rad54-/- 
4.1 Einleitung Kap I 
4.1.1 Der Hippocampus und die Auswirkung ionisierender Strahlung auf seine Funktion 
Lange Zeit galt das adulte Gehirn als strahlenresistent. Diese Hypothese leitete sich von dem 
Paradigma ab, dass sich im postnatalen Gehirn keine proliferierenden Zellen mehr befinden, die 
besonders strahlensensitiv sind. Erst durch den Nachweis der adulten Neurogenese wurde dieses 
Paradigma revidiert und die eigentliche Strahlensensitivität einiger Areale im Gehirn aufgedeckt43. 
Ein solch strahlensensitives Areal ist die subgranuläre Zone, in welcher Stammzellen residieren, die 
den Ursprung aller neu generierten Neurone im Gyrus dentatus des Hippocampus bilden44. Moderate 
bis hohe Strahlenbelastungen, die z.B. während einer Tumortherapie auftreten, führen insbesondere 
bei Kindern zu kognitiven Beeinträchtigungen45. Solche Beeinträchtigungen zeigen einen vielfältigen 
Charakter, der allerdings häufig im Zusammenhang mit den Funktionen des Hippocampus in 
Verbindung steht, zu welchen die Gedächtnisbildung, das Lernen und die räumliche 
Informationsverarbeitung gehören46. Besonders proliferierende Stammzellen und junge 
Vorläuferzellen sind bei einer Dosisleistung zwischen 0,4 Gy und 18 Gy gefährdet abgetötet zu 
werden47. Neben der Apoptose wurden allerdings auch eine ganze Reihe anderer Folgen 
ionisierender Strahlung dokumentiert, zu denen neben neuroinflammatorischen Prozessen48 auch 
Veränderungen der NMDA-Untereinheiten49sowie die Störung der Redox-Homöostase gehören50. 
Der Verlust an Stamm- und Vorläuferzellen, die Veränderung des Nischenmilieus und die Störung der 
Signalweiterleitung adulter Neurone im Hippocampus führen zu einer Beeinträchtigung des 
Lernverhaltens51. Neu erworbenen Informationen, die im Hippocampus verarbeitet und als 
Erinnerung im Langzeitgedächtnis abgespeichert werden, können nicht mehr abgerufen werden. 
Interessanterweise ist das Arbeitsgedächtnis nicht davon betroffen, genau so wenig wie 
 
43 Altman 1962; Kaplan und Hinds 1977. 
44 Gage 2000. 
45 Abayomi 1996; Roman und Sperduto 1995; Lunsford und Kondziolka 2001. 
46 Raber et al. 2004; Rola et al. 2004; Madsen et al. 2003; Winocur et al. 2006. 
47 Mizumatsu et al. 2003; Nagai et al. 2000b; Tada et al. 2000; Sasaki et al. 2000; Peissner et al. 1999. 
48 Monje et al. 2003. 
49 Shi et al. 2006.  
50 Rola et al. 2007. 
51 Winocur et al. 2006; Alam et al. 2018; Shors et al. 2001. 
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Erinnerungen, die vor der Schädigung des Hippocampus erworben wurden52. Auch die räumliche 
Orientierung ist Teil des Verschaltungsprozesses im Hippocampus. So können Menschen, die an 
einem nicht funktionalen Hippocampus leiden, sich mit Hilfe von Karten und Anhaltspunkten in einer 
neuen Umgebung orientieren, allerdings nur so lange wie sich die Informationen im 
Arbeitsgedächtnis halten können. Sobald Langzeiterinnerungen formiert werden müssen, um ein 
bestimmtes Ziel zu finden, ist es ihnen nicht mehr möglich, sich zu orientieren53. Insbesondere für 
Tiere ist die Verschaltung im Hippocampus essentiell für die räumliche Orientierung. So können 
Ratten mit einem defekten Hippocampus im Morris Water Maze zwar eine spezifische Route 
erlernen, die Navigierung zu einem sich örtlich verändernden Ziel oder ausgehend von einer sich 
ändernden Startposition, ist ihnen nicht möglich54. Gesunde Nager erstellen, unterstützt vom 
Hippocampus, eine kognitive Landkarte des Water Maze, um über verschiedene mögliche Routen das 
Ziel (verstecke Plattform) zu erreichen. Nager mit geschädigtem Hippocampus können sich entweder 
per se den Aufenthaltsort der Plattform nicht merken, weil sie die Information nicht mehr abrufen 
können, oder ihnen fehlt die Flexibilität der Navigation, da es ihnen nicht möglich ist, eine präzise 
kognitive Landkarte zu erstellen. 
Die Fähigkeit eine präzise, kognitive Landkarte erstellen zu können, hängt insbesondere von den 
sogenannten Ortszellen des Hippocampus ab. Diese Zellen senden Signale aus, sobald sich das Tier an 
einem bestimmten Ort aufhält55. Unterschiedliche Ortszellen feuern Signale an unterschiedlichen 
Orten, sodass der Aufenthaltsort des Tieres allein durch das Aktivitätsmuster dieser Ortszellen 
ausgemacht werden kann56. Die Spezifikation der Ortszellen aus der CA1 Region wird unterstützt 
durch den Signaleingang von Neuronen aus der CA3 Region57. Im medialen entorhinalen Cortex 
residieren Neurone, die ebenso räumlich selektiv aktiv sind, wobei diese Neurone an mehreren 
Feldern Signale feuern, während die Ortszellen immer nur ein einziges Feld bedienen58. Die 
Aktivitäten dieser Neurone beschreiben ein hexagonales Gitter und die Gesamtheit aller 
Gitterstrukturen kartographieren den Raum, in dem sich das Tier befindet59. Jede dieser sogenannten 
Gitterzellen hat einen leicht unterschiedlichen Satz von x,y-Koordinaten in der Umgebung, sodass die 
 
52 Squire et al. 2004. 
53 Urgolites et al. 2016; Shrager et al. 2007; Teng und Squire 1999. 
54 Morris et al. 1982; Eichenbaum et al. 1990; McDonald und White 1994. 
55 O'Keefe und Dostrovsky 1971; Eichenbaum 2015; O'Keefe und Nadel 1978. 
56 O'Keefe 1976; Wilson und McNaughton 1993. 
57 Brun et al. 2002. 
58 Fyhn et al. 2004; Hargreaves et al. 2005. 
59 Hafting et al. 2005. 
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gesamte Umgebung von einer kleinen Anzahl von Gitterzellen abgedeckt werden kann (Abb. 2)60. Im 
dorsalen Bereich des entorhinalen Cortex beschreiben die Gitterstrukturen kleine Felder, die dicht 
beieinander gepackt sind. Dabei gilt: je ventraler der Bereich des Cortex liegt, desto expandierter ist 
der Maßstab der Felder der Gitterstrukturen61. Das Besondere an den Gitterzellen ist, dass sie ihre 
spezifische hexagonale Feuerrate unabhängig von Bewegungsgeschwindigkeit und -richtung 
beibehalten. Im entorhinalen Cortex werden demnach gleichzeitig Informationen zu 
Bewegungsgeschwindigkeit und Richtung verarbeitet, um die Gitterstruktur dynamisch anpassen zu 
können. Ermöglicht wird das durch die Aktivität der Kopfrichtungszellen und der 
Geschwindigkeitszellen62. Zusammen bilden die Systeme aus entorhinalen Cortex und Hippocampus 
das Navigationszentrum in Säugern. 
 
Abbildung 2: Gitter- und Ortszellen des Hippocampus und des entorhinalen Cortex. 
(Links) Feuerungsmuster einer Gitterzelle im entorhinalen Cortex. Die schwarze Spur entspricht dem Laufpfad einer Ratte in 
einem 1,5 m (Durchmesser) großen Quadrat. Jeder rote Punkt entspricht einer Feuerung der Gitterzelle. Werden die Punkte 
an denen die Gitterzelle reagiert hat miteinander verbunden, ergibt sich eine regelmäßige hexagonale Struktur. (Rechts, 
oben) Feuerungsmuster einer Gitter- bzw. Ortszelle. (Rechts, unten) Farbkodierte Feuerungskarte, rote Flächen weisen auf 
eine hohe Aktivität hin, blaue auf eine niedrige. Gitterzellen gelten als die Hauptversorger an räumlichen Informationen für 
die Ortszellen. Abbildung verändert nach Moser et al. 201563. 
4.1.2 Die Rolle von Rad54 während der homologen Rekombination und die Auswirkungen eines 
knock out im Mausmodell 
In Säugetierzellen spielt besonders die nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ, engl. non 
homologous end joining) eine wichtige Rolle bei der Reparatur von strahleninduzierten DNS 
Doppelstrangbrüchen. Grund dafür ist, dass die NHEJ-Reparatur während des gesamten Zellzyklus 
 
60 Moser et al. 2014. 
61 Brun et al. 2008. 
62 Boccara et al. 2010; Sargolini et al. 2006; Kropff et al. 2015. 
63 Moser et al. 2015.. 
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eingesetzt werden kann64. Während der frühen Entwicklung von Säugern befindet sich der Großteil 
an Zellen allerdings im proliferierenden Zustand und damit vermehrt in der S und G2 Phase, daher 
spielt zu diesem Zeitpunkt die homologe Rekombination (HR) eine besonders große Rolle65. Die HR-
Reparatur ist zwar in ihrem Einsatz beschränkt, da zur DSB-Reparatur ein Schwesterchromatid als 
Template zur Verfügung stehen muss, dafür ist die Reparatur von DNS DSBs über den HR-Weg 
akkurater als über den NHEJ-Reparaturweg. Falsch eingebaute Basen treten während der HR-
Reparatur kaum bis gar nicht auf66. Die Genauigkeit der HR ist besonders wichtig während 
Entwicklungsphasen, in denen sich viele Zellen sehr schnell teilen und ein Großteil des Genpools 
transkribiert werden muss67. Postmitotische Zellen die nicht mehr proliferieren reparieren DNS DSBs 
hauptsächlich über den NHEJ-Weg. Vorteil dieses Reparaturweges ist die Schnelligkeit mit der DNS 
DSBs repariert werden, Nachteil ist die höhere Fehleranfälligkeit im Vergleich zur HR68. Allerdings 
können postmitotischen Zellen, in denen nur noch eine kleine Fraktion des Genoms funktionell aktiv 
ist, fehlerhaft reparierte DNS-Schäden eher tolerieren69. Sowohl in Hefezellen als auch in Drosophila 
melanogaster und Hühnerzellen konnte durch die Entwicklung reparaturdefizienter Mutanten 
gezeigt werden, dass sich die Reparaturwege NHEJ und HR gegenseitig unterstützen, wenn 
Beeinträchtigungen in den Systemen auftreten70. 
Initiiert wird die homologe Rekombination durch die Resektion der geschädigten DNS-Bruchenden, 
sodass Einzelstränge mit 3‘-Überhängen entstehen (Abb. 3). Dieser Schritt ist hoch konserviert und 
benötigt die Aktivität zahlreicher Nukleasen, zu denen die BLM-Helikase (BLM, engl. Bloom’s 
syndrome helicase) der MRN (MRE11-RAD50-NBS1)-Komplex, die Exonuklease 1 (EXO1) und die ATP 
abhängige DNS Replikations-Helikase (engl.: DNA replication ATP-dependent helicase, Abk.: DN2) 
gehören. Geschützt vor weiteren Resektionsschritten werden die freien Enden durch das 
Replikationsprotein A (RPA)71. Eines der Schlüsselproteine während der HR ist das Rad51 Protein. Mit 
Hilfe von Mediatorproteinen wie BRCA1, BRCA2 (engl. Breast cancer gene 1, 2) und Paralogen des 
Rad51 Proteins -zu denen Rad54 gehört -wird das RPA verdrängt und ein Rad51-ssDNS 
(= Einzelstrang-DNS)-Nukleofilament gebildet, welches mit einer homologen Sequenz im Genom 
(Schwesterchromatid oder homologes Chromosom) einen D-loop ausbildet. In diesem D-loop wird 
 
64 Kanaar et al. 1998; Chang et al. 2017; Sonoda et al. 2006. 
65 Ranjha et al. 2018; Ceccaldi et al. 2016; Takeuchi und Nakamura 2014; Orii et al. 2006. 
66 Sonoda et al. 1999; Rothkamm et al. 2003a. 
67 Rousseau et al. 2012. 
68 Mao et al. 2008. 
69 Essers et al. 2000. 
70 Kooistra et al. 1999; Siede et al. 1996; Takata et al. 1998. 
71 Symington und Gautier 2011. 
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die DNS-Synthese aktiviert, welche die fehlenden Nukleotide im Bereich der Bruchstelle ersetzt. Zum 
Schluss wird der D-loop wieder aufgelöst, entweder durch die Dissoziation des eingedrungenen 
Stranges (SDSA, engl. synthesis-dependent strand annealing) oder durch die Migration eines Stranges 
der Holliday junctions (Struktur die sich bildet, wenn die Stränge zweier DNS Moleküle ausgetauscht 
werden), welche durch Resolvasen wieder gespalten werden. Dadurch kann es zu einer Übernahme 
an Sequenzen des homologen Stranges kommen (engl. crossover). In den frühen Phasen der 
Homologen Rekombination sorgt die Interaktion von Rad54 mit Rad51 dafür, dass Rad51 am 
Einzelstrang der DNS stabilisiert wird72. Zusätzlich unterstützt Rad54 die Rekrutierung einer 
homologen Sequenz durch das Rad51 Protein73. Nach der Bildung eines D-loops, katalysiert Rad54 die 
Dissoziation des Rad51 Proteins vom dsDNS (= Doppelstrang-DNS) um Platz für die Bindung der DNS-
Polymerase zu schaffen74. In der späteren Phase der HR bindet Rad54 spezifisch an die Holliday 
junctions und fördert aktiv die ATP-abhängige Migration des Stranges75. Darüber hinaus stimuliert 
Rad54 die Endonuklease Mus81-Eme1 (Mms4), welche die Holliday junctions wieder spalten kann76. 
 
72 Wolner et al. 2003; Mazin et al. 2003. 
73 Mazina und Mazin 2004. 
74 Solinger et al. 2002; Chi et al. 2006; Li und Heyer 2009. 
75 Rossi und Mazin 2008; Swagemakers et al. 1998; Bugreev et al. 2006. 
76 Mazina und Mazin 2008; Matulova et al. 2009. 
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Abbildung 3: DNS Doppelstrangbruchreparatur über die homologe Rekombination. Erstellt mit BioRender.com. 
Die HR kann nur während der späten S und der G2 Phase eingesetzt werden, da zu diesem Zeitpunkt ein 
Schwesterchromatid zur Verfügung steht, das als Reparaturtemplate dienen kann. Initiiert wird die HR durch den MRN-
Komplex mit CTIP, sowie eine Reihe von Nukleasen, wie EXO1, DNA2 und BLM, welche einzelsträngige 3‘ DNS Überhänge 
generieren (A). Die freiliegenden DNS Enden werden durch RPAs maskiert (B) bis diese von Rad51 und Rad54 verdrängt 
werden. Die Rekrutierung der Rad-Proteine erfolgt mit Hilfe von BRCA1 und BRCA2 (C). Rad54 unterstützt das gebildete 
Rad51-ssDNS-Nukleofilament beim Auffinden und Binden einer unbeschädigten homologen Sequenz im 
Schwesterchromatid. Dabei entsteht ein D-Loop, in welchem die DNS Synthese aktiviert wird, um die fehlenden 
Basenstücke des DNS Bruchs zu ersetzen (D). Der D-Loop wird entweder durch die Dissoziation des invadierenden Stranges 
aufgelöst (SDSA, synthesis-dependent strand annealing) (E) oder durch die Bildung von Zwischenprodukten der double 
Holliday junctions (F). Diese werden durch die Endonuklease Mus81-Eme1 gespalten, wobei es zu einer Überkreuzung der 
Sequenzen der Schwesterchromatiden kommen kann. 
Ein Fehlen des Rad54 Proteins führt in embryonalen Mauszellen zu einer erhöhten 
Strahlensensitivität, welche in adulten Zellen nicht mehr nachgewiesen werden kann77. Im Gegensatz 
 
77 Essers et al. 2000; Essers et al. 1997. 
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zu Rad51 knock out Mausmodellen sind die Rad54 knock out Mäuse nicht embryonal letal78. Ohne 
strahleninduzierten Stress entwickeln die Tiere einen normalen Phänotyp, sie unterscheiden sich 
mithin weder in ihrem Gewicht noch hinsichtlich ihrer Lebenserwartung vom Wildtyp79. Aufgrund 
dieser Eigenschaften eignet sich das Rad54 knock out Mausmodell hervorragend für die 
Untersuchungen langfristiger, strahleninduzierter Effekte, sowie der Auswirkung einer DNS DSB-
Reparatudefizienz, auf die neuronale Entwicklung. 
 
 
78 Kuznetsov et al. 2009. 
79 Rousseau et al. 2012. 
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4.2 Material und Methoden Kap I 
4.2.1 Das RAD54-/- Mausmodell 
Das RAD54 knock out Mausmodell, sollte als DNS reparaturdefizientes-System dienen um den 
Einfluss ionisierender Strahlung auf das adulte Lernverhalten zu untersuchen. Ionisierende Strahlung 
führt zu Doppelstrangbrüchen in der DNS80. Nicht, oder fehlerhaft reparierte Brüche führen zur 
Instabilität des Genoms81, deshalb existieren in der Zelle verschiedene Reparaturmechanismen. 
Generell gibt es zwei Hauptwege die der Zelle zur Verfügung stehen um DNS Doppelstrangbrüche 
(DSBs) zu reparieren, die nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ engl. non homologous end joining) 
und die homologe Rekombination (HR)82. Welchen Reparaturweg die Zelle verwenden kann, hängt 
eng mit der Zellzyklusphase zusammen, in der sie sich während der Schädigung befunden hat. Die HR 
funktioniert nur in der Anwesenheit eines Schwesterchromatids, welches nur in der späten S und G2 
Phase vorhanden ist. Zudem ist die Reparatur mit der homologen Rekombination deutlich langsamer 
im Vergleich zur nicht-homologen Endverknüpfung. Dafür ist der NHEJ-Weg deutlich 
fehleranfälliger83. Bei den Rad54-/- Mäusen ist die Expression eines Schlüsselproteins während der 
homologen Rekombination unterdrückt. Bei der homologen Rekombination werden nach 
Entdeckung eines DNS DSBs die Enden des DSBs resektiert. An den Enden lagert sich das Protein 
Rad51 mit Rad54 an und es bilden sich Nukleoproteinfilamente, die wiederum im 
Schwesterchromatid nach komplementären DNS-Sequenzen suchen um das unbeschädigte 
Schwesterchromatid als Matrize zu benutzen. Für diese Neusynthese der beschädigten DNS muss 
zuerst das Rad51 Protein wieder von den Enden entfernt werden. Dies wird vom Protein Rad54 
katalysiert. Ein Fehlen dieses Proteins kann zu Reparaturdefekten führen84. Rad51 knock out Mäuse 
sind embryonal letal85, Rad54 knock out Mäuse hingegen weisen keinen eklatanten Phänotyp auf. 
Weder beim Gewicht, noch bei der Größe der Mäuse kann ein signifikanter Unterschied zwischen 
den Mutanten und den Wildtyptieren festgestellt werden. Auch das Überleben der Tiere ist nicht 
eingeschränkt und bis zum 5. Lebensmonat zeigen sich auch keine makroskopischen Abnormitäten86. 
 
80 Ward 1988. 
81 Jackson und Bartek 2009. 
82 Jackson und Bartek 2009; Rothkamm et al. 2003b. 
83 Pfeiffer et al. 2004; Riballo et al. 2004; Branzei und Foiani 2008. 
84 San Filippo et al. 2008; Kim et al. 2002; Mills et al. 2004; Kirshner et al. 2009. 
85 Kuznetsov et al. 2009. 
86 Essers et al. 1997; Kuznetsov et al. 2009. 
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Einzig die Fruchtbarkeit scheint bei den Männchen eingeschränkt zu sein, sie weisen eine 
verminderte Anzahl an Primodialfollikeln auf87. 
Da das RAD54-/- Mausmodell keine phänotypischen Auffälligkeiten zeigt, wurden in der Zucht für die 
unter der NTP-ID 00018090-2-4 beschriebenen und genehmigten Tiere nur homozygote Mäuse 
verwendet. 
4.2.2 Genotypisierung der RAD54-/- Mäuse 
Um eine homozygote Zucht sicherzustellen wurden alle Zuchttiere einer Genotypisierung 
unterzogen. Gewebeproben der Tiere wurden nach der Entwöhnung (p23 - 25) durch 
Ohrmarkierungen entnommen. Die Ohrstanzen wurden mit Lysepuffer [1x Gitschier Puffer, 
Proteinase K, 0,02 % SDS (engl. sodium dodecyl sulfate), ddH2O] versetzt und über Nacht bei 56 °C 
und 900 Upm inkubiert. Danach erfolgte eine Erhöhung der Temperatur auf 95 °C für 10 min. Nach 
fünfminütiger Zentrifugation bei 13000 Upm wurden die Lysate bis zur Durchführung der 
Polymerasenkettenreaktion bei -20 °C gelagert. 
Tabelle 1: Primer Sequenzen der RAD54-/- Genotypisierung 
P151 Genotyp RAD54-KO1 5‘ AGG AAG CAT TTA TTC GAA GTA TTT 3’ 
P152 Genotyp RAD54-KO2 5’ TTT GCT TCC TCT TGC AAA CCA 3’ 
P153 Genotyp RAD54-15M 5’ GTT CAA AGC CAG TCA GCC TAG 3’ 
 
Für die Genotypisierung wurden 5 µl Lysat mit 1x PCR Taq Puffer (ohne Magnesium), 1 mM MgCl2, 
0,15 mM dNTP Mix, und je 2 µM Primer versetzt und die Reaktion mit H2O (Sigma-Aldrich®) 
aufgefüllt. Zum Schluss wurde in jeden Reaktionsansatz 1U Taq Polymerase pipettiert und die PCR 
unter folgendem Protokoll durchgeführt (Tab. 2). 
Tabelle 2: PCR Protokoll 
Schritt Zeit Temperatur 
1 3 min. 94 °C 
2 1 min. 94 °C 
3 1 min. 55 °C 
4 1 min. 72 °C 
 
87 Messiaen et al. 2013. 
Schritte 2-4  
35 Wiederholungen 
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5 10 min. 72 °C 
6 ∞ 4 °C 
 
Die Produkte aus der abgeschlossenen PCR (engl. polymerase chain reaction) wurden mit 6-fachem 
Ladepuffer auf ein 2 %iges Agarosegel mit ROTI®GelStain (von der Firma Carl Roth) aufgetragen und 
die Gelelektrophorese (Gene power supply GPS 200/ 400 von der Firma Phramacia) für 90 min. bei 
90 V betrieben. Alle Gelbilder wurden mit dem Bildsystem Chemidoc MP der Firma BioRad 
visualisiert und aufgenommen. Die Wildtypbande setzte sich aus den Primern P151 und P153 
zusammen und lief auf einer Höhe von 200 bp, während die knock out Bande sich aus den Primern 
P152 und P153 zusammensetzte und auf einer Höhe von 300 bp lief (Abb. 4). 
 
Abbildung 4: Repräsentative Agarosegelaufnahme der Genotypisierung der Rad54 Mäuse. 
Um die Basenpaargröße (bp) der PCR-Produkte zu bestimmen wurde ein 100 bp DNS Marker eingesetzt. +/- steht für 
heterozygote, -/- für homozygote Tiere. 
4.2.3 Bestrahlung der RAD54-/- Tiere im E14.5 oder p10 Stadium 
Die Bestrahlung der RAD54-/- Mäuse erfolgte an einer Röntgenröhre des Types Isovolt 320 der Firma 
GE Sensing & Inspection Technologies, bei einer Leistung von 250 kV und 10 mA, einem Abstand von 
75 cm zur Strahlenquelle und mit einem 1 mm Alufilter für 29 Sekunden um die absolute 
Dosisleistung von 500 mGy zu erreichen. Die Dosimetrie wurde mit einem PTW-Weichstrahlkammer-
Dosimeter kontrolliert. Das trächtige Muttertier bzw. die zehn Tage alten Tiere wurden einzeln, in 
eine luftdurchlässige Vorrichtung mit wenig Bewegungsfreiheit überführt und während der gesamten 
Bestrahlung durch ein Berylliumfenster beobachtet. Sham bestrahlte Tiere wurden ebenfalls in die 
 
Kapitel I  22 
Röntgenröhre für 29 Sekunden überführt, allerdings ohne einer ionisierenden Strahlung ausgesetzt 
zu sein. 
4.2.4 Motorischer Test RotaRod 
Der RotaRod-Test ist einer der am weitesten verbreiteten Motorkoordinationstests. Zuerst 
beschrieben wurde er 1957 von Dunham und Miya88. Der Vorteil des Tests liegt in seinem 
automatisierten Aufbau und die fehlende Notwendigkeit eines speziellen Trainings. 
Beeinträchtigungen im Bewegungsapparat und im Lernen von neuen Bewegungen sind klar 
auflösbar. Daher findet der RotaRod-Versuch besonders Anwendung bei Medikamententests, welche 
sich auf die neuromuskuläre Koordination richten89. In dieser Arbeit ging der Motortest allen anderen 
Versuchen voraus, um die uneingeschränkte motorische Fähigkeit der RAD54-/- Mäuse sicherzustellen 
und mögliche Defizite durch die Röntgenbestrahlung aufzudecken. 
 
Abbildung 5: Schematischer Aufbau des RotaRod-Tests. Erstellt mit BioRender.com. 
In mehreren voneinander abgetrennten Bereichen können mehrere Tiere zur gleichen Zeit den Versuch absolvieren. Dabei 
sitzt jedes Tier auf dem gleichen rotierenden Stab, dessen Rotationsgeschwindigkeit mit einem Regler verstellt werden 
kann. Ein integrierter Fallsensor registriert, wenn ein Tier sich nicht mehr auf dem Stab halten kann und hinunter fällt, dabei 
wird zugleich die Zeit gestoppt. 
Zur Habituation der Tiere wurden sie 30 min. in ihrem Käfig ungestört gelassen. Danach erfolgte die 
Gewöhnungsphase, dabei wurden die Tiere für 60 s auf den nicht rotierenden Stab des RotaRods 
gesetzt (Abb. 5). Nach der Gewöhnung erfolgte eine 10 minütige Pause im Käfig. Der zweite Teil der 
Gewöhnungsphase umfasste zwei Durchgänge, in denen die Tiere auf den leicht rotierenden Stab 
gesetzt wurden (4 UPM). Fiel in dieser Zeit eine Maus vom Stab so wurde sie wieder auf diesen 
 
88 DUNHAM und MIYA 1957. 
89 Shiotsuki et al. 2010; Hamm et al. 1994; Wei et al. 2016; Kao et al. 2015. 
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gesetzt und der Versuch wurde fortgesetzt. Nach den Gewöhnungsphasen schloss sich eine 
30 minütige Pause im Käfig an. Für den eigentlichen Verhaltenstest wurden die Tiere insgesamt drei 
Mal auf den Rotationsstab gesetzt und dieser linear von 4 auf 40 UPM beschleunigt. Jeder Test 
dauerte so lang, wie sich die Maus auf dem rotierenden Stab halten konnte, aber maximal 300 s. 
Beim Fall vom Rotationsstab lösten die Tiere eine Stoppuhr aus, welche mit dem Fallsensor 
gekoppelt war. Die aufgenommene Zeit bis zum Fall wurde als Maß für die 
Motorkoordinationsfähigkeit gewertet. Zwischen jedem Versuchsdurchlauf hatten die Tiere je 
15 min. Ruhe in ihrem Käfig. 
4.2.5 Elevated Zero Maze (EZM) 
Das Elevated Zero Maze ist ein evaluierter Test um das Angst- und Explorationsverhalten bei Nagern 
zu untersuchen90. Zur Habituation wurden die Tiere zunächst 30 min. in ihrem Käfig in Ruhe gelassen. 
Der Versuch beinhaltete die Verhaltensformen der Tiere auf einer erhöhten ringförmigen Platte zu 
untersuchen. Diese Platte war in vier Segmente aufgeteilt, die zwei geschlossene und zwei offene 
Bereiche bildeten. Die Geschlossenen Bereiche waren mit einer 15 cm hohen Umrandung 
eingegrenzt, während die offenen Bereiche keinerlei Barrieren aufwiesen (Abb. 6). 
 
Abbildung 6: Schematischer Aufbau des Elevated Zero Maze-Tests. Erstellt mit BioRender.com. 
Die ca. 60 cm erhöhte ringförmige Plattform war in zwei geschlossene und zwei offene Bereiche eingeteilt. Die 
geschlossenen Bereiche waren umgeben von 15 cm hohen Wänden. 
Die Tiere wurden 30 min. lang im EZM mittels der Software EthoVision XT nachverfolgt und dann 
wieder zurück in ihren Käfig überführt. Nach jedem Versuchsdurchlauf wurde das EZM mit Ethanol 
gereinigt um olfaktorische Spuren der Versuchstiere zu beseitigen. Ausgewertet wurden die 
 
90 Tucker und McCabe 2017; Kulkarni et al. 2007; Bell et al. 2014. 
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Aufenthaltszeiten der Tiere in den offenen und geschlossenen Bereichen, sowie die insgesamt 
zurückgelegte Distanz. 
4.2.6 Morris Water Maze 
Das Morris Water Maze (MWM) wurde vor fast 40 Jahren entwickelt und ist bis heute einer der am 
weitesten verbreiteten Tests für die Untersuchung des räumlichen Lernverhaltens bei Nagern91. Das 
MWM hat viele Vorteile, so ist weder eine lange Vortrainingsphase noch ein Entzug von 
Nahrungsmitteln nötig. Seine Zuverlässigkeit spiegelt sich zudem in seiner Unempfindlichkeit 
gegenüber unterschiedlichen Körpergewichten und Essverhalten der Tiere wieder92. 
Es existieren verschiedene Protokolle mit unterschiedlichen Schweregraden und Versuchszeiten, 
jeweils auf das Untersuchungsziel abgestimmt. Prinzipiell besteht das MWM aus einem runden, 
wassergefüllten Becken, indem unterhalb der Wasseroberfläche eine durchsichtige Plattform 
platziert wird. An den umliegenden Wänden sind verschiedenartige Symbole angebracht welche als 
Hinweise dienen. Ziel des Versuchsaufbaus ist es, dass die Tiere in mehreren Trainingstagen die 
genaue Platzierung der versteckten Plattform mit Hilfe der Hinweise erlernen. Motivation den Ort 
der Plattform zu erlernen ist das Wasser selbst, denn Mäuse sind keine natürlichen Schwimmer und 
suchen daher instinktiv einen Weg aus dem Becken. 
 
91 Morris 1981; Morris et al. 1982; D'Hooge und Deyn 2001; Hall et al. 2004; Lu et al. 2020; Terry, Alvin V. Alvin V. 2009. 
92 Vorhees und Williams 2014. 
 
Kapitel I  25 
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung des Morris Water Maze-Tests. Erstellt mit BioRender.com. 
Das Wasser des Beckens wurde mit einer ungiftigen Farbe getrübt, damit die Plattform für das Versuchstier nicht sichtbar 
war. Die Maus konnte sich mit Hilfe der Hinweise an den umliegenden Wänden orientieren und so den Ort der Plattform 
ausfindig machen. Überwacht wurde der gesamte Test mit einer Kamera und einer Trackingsoftware, die den genauen 
Aufenthaltsort der Maus mitverfolgte. 
In dieser Arbeit wurde ein Becken mit einem Durchmesser von 120 cm gewählt und das Wasser mit 
einer weißen lebensmittelechten Farbe getrübt. Ein zylinderförmiges Plexiglas wurde darin platziert. 
Die Plattform des Zylinders hatte einen Durchmesser von 10 cm und lag 1,5 cm unter der 
Wasseroberfläche des Beckens, sodass sie nicht sichtbar für die schwimmenden Tiere war. An vier 
Wänden die das Becken umgaben waren einfache geometrische Symbole angebracht, welche als 
Hinweise dienen sollten. Das Schwimmverhalten der Tiere wurde mit einer an der Decke 
angebrachten Kamera und der Software EthoVision® XT Version 11.5 der Firma Noldus zeitgleich 
mitverfolgt (Abb. 7). 
Der Morris Water Maze Versuch bestand aus mehreren Phasen und erstreckte sich über zwei 
Wochen. Am ersten Tag startete zuerst die Gewöhnungsphase, hierbei wurde die Plattform in der 
Mitte des Beckens ausgerichtet und das Wasser nur soweit aufgefüllt, dass die Plattform ca. einen 
Zentimeter über der Wasseroberfläche hinausragte. Auf diese Plattform wurde das Tier gesetzt und 
für 30 Sekunden in Ruhe gelassen. Sprang es in dieser Zeit von selbst von der Plattform und legte 
einige Zentimeter im Wasser zurück, wurde es wieder auf die Plattform zurückgeleitet, 15 s darauf 
sitzen gelassen und danach in den Käfig unter eine Wärmelampe gesetzt. Tiere die nicht von allein ins 
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Wasser sprangen wurden in angemessener Entfernung zur Plattform ins Wasser gesetzt, danach 
wieder zur Plattform geleitet und 15 s darauf in Ruhe gelassen um dann wieder zurück in den Käfig 
unter die Wärmelampe zurück geführt zu werden. Die Gewöhnungsphase wurde für jedes Tier 
dreimal durchgeführt, wobei eine Pause von mind. 15 min. zwischen jedem Durchgang eingelegt 
wurde. 
Nach der Gewöhnungsphase schloss sich direkt die erste Trainingsphase an. Das Wasser im Becken 
wurde aufgefüllt, bis die Plattform 1,5 cm unter der Wasseroberfläche verschwand, sodass sie im 
eingetrübten Wasser nicht mehr sichtbar für die Mäuse war. Die Plattform wurde in der ersten 
Woche der initialen Phase mittig im Südwestquadranten des Beckens ausgerichtet. Jedes Tier 
durchlief vier Versuche um die Plattform zu finden. Dabei wurde es an verschiedenen Stellen des 
Beckens mit dem Kopf zur Beckenwand ausgerichtet in das Morris Water Maze gesetzt. Zur 
Orientierung der Startpositionen dienten kleine Markierungen an der Außenwand des Beckens die 
die Himmelsrichtungen (Norden, Osten, Süden, Westen) auswiesen. Sechs verschiedene 
Startpositionen gab es für die erste Trainingswoche: Norden, Osten, Süden, Westen, Süd-Osten und 
Nord-Westen. Diese Startpositionen wurden jeden Tag gewechselt, sodass sich keine Gewöhnung der 
Tiere an einen bestimmten Ablauf einstellen konnte. Jeder Versuch die Plattform zu finden dauerte 
solange bis die Maus mind. 3 Sekunden auf der Plattform sitzen blieb und damit das Tracking der 
Kamera stoppte. Fand die Maus die Plattform nicht innerhalb von 120 s, wurde sie dorthin geleitet 
und für 15 s in Ruhe gelassen, damit sie Zeit hatte sich zu orientieren. Nach jedem Versuch hatten die 
Tiere eine Pause von mind. 20 min. in ihrem Käfig unter einer Wärmelampe. Nach Abschluss aller vier 
Versuche wurde noch ein visueller Test durchgeführt. Beim visuellen Test markierte eine Fahne die 
Position der Plattform. Damit sollte ausgeschlossen werde, dass ein Defekt im visuellen System der 
Tiere, das Erlernen der Plattformposition beeinträchtigte. Die initiale Phase erstreckte sich über 5 
Tage. Am sechsten Tag wurde ein Probeversuch durchgeführt. Bei diesem Test wurde die Plattform 
aus dem Becken entfernt und die Tiere für 60 Sekunden in der Arena schwimmen gelassen. Nach 
Ablauf der Zeit wurden die Mäuse aus der Arena genommen und unter einer Wärmelampe in ihrem 
Käfig in Ruhe gelassen. Jedes Tier durchlief den Probeversuch nur einmal. 
Am siebten Tag pausierten die Tiere, am achten startete die zweite Phase, die sich ebenfalls über 
5 Tage erstreckte und als Umkehrphase bezeichnet wurde. Im Rahmen der Umkehrphase wurde die 
Plattform mittig des nordöstlichen Quadranten platziert. Der Versuchsablauf unterschied sich nicht 
zur der initialen Phase, jedes Tier hatte vier Versuche pro Tag um die Plattform zu finden, dabei 
änderte sich die Startposition mit jedem Versuch und jeden Tag rotierte der Ablauf der Startpunkte. 
An jedem Tag wurde zuletzt ein visueller Test durchgeführt um die Sehfähigkeit der Tiere zu 
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überprüfen. Am sechsten Tag folgte ein weiterer Probeversuch, indem die Plattform aus der Arena 
entfernt wurde und jedes Tier einmal 60 Sekunden im Becken schwimmen musste.  
Alle eingesetzten RAD54-/- Tiere stammten aus der homozygoten Zucht (s. Kapitel 4.2.2) und wurden 
wie unter 4.2.3 beschrieben, bestrahlt. Alle Mäuse waren ca. 8 Wochen alt als sie den Morris Water 
Maze-Test begannen. Alle durchgeführten Verhaltensversuche wurden unter der NTP-ID 00018090-
2-4 beschrieben und wurden vom Regierungspräsidium Darmstadt genehmigt. 
4.2.7 Auswertung Verhaltensversuche 
Die unter 4.2.5 und 4.2.6 beschriebenen Verhaltensversuche wurden zeitgleich mit einer 
Videokamera aufgenommen und die daraus entstanden Daten mit der Software EthoVision® XT der 
Firma Noldus ausgewertet. Der Schwerpunkt lag bei dabei beim Nachverfolgen der Tiere während 
der gesamten Versuchslaufzeit. Im EZM wurden dabei drei Körperpunkte der Maus getrackt, der 
Kopf, die Körpermitte und der Schwanzansatz. Diese Daten gaben somit differenziert Aufschluss 
darüber mit welchem Körperteil sich die Tiere im offenen bzw. geschlossenen Bereichen aufhielten. 
Im MWM wurde die Körpermitte des Tieres getrackt und so das Schwimmverhalten aufgezeichnet. 
Nicht nur die Latenzzeit bis zum Erreichen der Plattform konnte so aufgenommen werden, sondern 
auch die Aufenthaltszeit in digital eingeteilte Quadranten, der thigmotaktischen und der kritischen 
Zone. Die Einteilung der Arena in spezifische Zonen war besonders für die Beurteilung des 
Suchverhaltens der Tiere wichtig (Abb. 8). Richtlinien zur Kategorisierung der Suchstrategien wurden 
aus der Veröffentlichung von Graziano aus dem Jahr 2003 entnommen93. Dabei gelten die 
Suchstrategien Direktes Finden (DF), Annäherung zum Ziel (A) und Selbstorientierend (O) als 
räumliche Suchstrategien, während die Strategien Scannen (S), willkürliches Scannen (WS), Kreisen 
(K) und Thigmotaxis (T) zu den nicht räumliche Suchstrategien gehören. 
 
93 Graziano et al. 2003. 
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Abbildung 8: Kategorisierung der MWM-Suchstrategien nach Graziano. 
Repräsentative Schwimmpfade im MWM. Eingezeichnet sind die Plattform (grüner Pfeil), thigmotaktische (blauer Pfeil) und 
kritische Zone (roter Pfeil) zur Beurteilung der Suchstrategie. T, K, WS und S zählen zu den nicht räumlichen Suchstrategien; 
O, A und DF zählen zu den räumlichen Suchstrategien. Abbildung verändert nach Graziano et al. 200394. 
4.2.8 Einbettung der RAD54-/- Gehirne 
Nach Ablauf aller Verhaltensversuche wurden die RAD54-/- Mäuse perfundiert (Narkose und 
Perfusion erfolgten unter der Leitung von PD Dr. Andreas Hess an der FAU Erlangen), das Gehirn 
entnommen und dieses in 15 ml einer 4 %igen PFA-Lösung über Nacht fixiert. Nach dreimaligem 
Waschen à 15 min. mit PBS wurde das Gewebe durch eine aufsteigende Saccharoselösung 
stabilisiert. Dabei wurde das Gehirn mit 10 %iger Saccharoselsg. versetzt und über Nacht bei 4 °C 
inkubiert, bis das Gewebe gesättigt war und zu Boden sank. Daraufhin erfolgte eine Inkubation in 20 
%iger Saccharoselsg. bis das Gewebe zu Boden sank und danach in einer 30 %iger Lösung. Nach 
vollständiger Saccharosesättigung wurde das Kleinhirn und der Bulbus vom Großhirn entfernt und 
dieses anschließend unter Einsatz von flüssigem Stickstoff und Iso-Pentan in Einbettmedium 
eingebettet. Bis zum Einsatz am Kryostaten wurde das Gewebe bei -70 °C gelagert. 
 
94 Graziano et al. 2003. 
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4.2.9 Beschichtung der Objektträger 
Zur Beschichtung der Objektträger wurde 0,5 % Gelatine und 0,05 % Chrom(III)–kaliumsulfat-
Dodecahydrat (Chromalaun) in VE-Wasser gelöst und gefiltert. Die Objektträger wurden je zwei Mal 
in 70 %igem Ethanol und zwei Mal in ddH2O geschwenkt um dann ebenfalls zwei Mal in die 
Gelatine/Chromalaun-Lösung getaucht zu werden. Alle Objektträger wurden über Nacht im 
Trockenschrank bei 37 °C getrocknet. 
4.2.10 Anfertigung der Kryoschnitte 
Am Kryostat des Typs Cryostar NX 50 der Firma Thermo Scientific, wurden 12 µm dicke 
Koronalschnitte der RAD54-/- Maushirne angefertigt. Dafür wurde das bei -70 °C gelagerte Gewebe 
30 min. im ca. -23 °C gekühlten Kryostat aufgetaut und auf der Fläche des ehemaligen Kleinhirnes 
eingespannt. Ein Großteil des Gewebes wurde getrimmt bis die ersten Strukturen des Hippocampus, 
der Zielstruktur, sichtbar wurden. Ab diesem Zeitpunkt wurden jeweils drei Schnitte für 
Immunfluoreszenzfärbungen auf einen gelatinebeschichteten Objektträger gezogen danach folgte 
ein Schnitt für die Nissl-Färbung auf einen separat beschichteten Objektträger. In diesem Schema 
wurden so viele Schnitte angefertigt bis die Zielstruktur nichtmehr erkennbar war. Die Objektträger 
wurden bei Raumtemperatur getrocknet und bei -20 °C gelagert. 
4.2.11 Nissl-Färbung 
Zuerst wurde eine Kresylviolettlösung aus einem Teil Natriumacetat (2,7 %) und vier Teilen 
Essigsäure (1,2 %) in ddH2O hergestellt, anschließend wurde der pH auf 3,8 – 4,0 eingestellt. Die auf 
Raumtemperatur gebrachten Gewebeschnitte aus 4.2.10 wurden zu Beginn der Färbung rehydriert, 
durch 5 min. Inkubation in EtOH 100 %, 5 min. in EtOH 96 %, 2 min. in 70 % EtOH und 2 min. in 
ddH2O. Daraufhin folgte eine 12 - 15 minütige Inkubation in 50 %iger Kaliumdisulfitlösung und ein 
zweimaliger Waschschritt mit ddH2O für jeweils 2 min. Die Gewebeschnitte konnten nun in der 
wasserlöslichen Kresylviolettlösung angefärbt werden. Ein zweiminütiger 
Acetatpufferinkubationsschritt folgte und eine Differenzierungsreihe, welche aus einer 
aufsteigenden Alkoholreihe (> 3 min. EtOH 70 %, > 3 min. EtOH 96 %, > 3min. EtOH 100 %) bestand. 
Zum Schluss wurden die Gewebeschnitte mit Xylol je zwei Mal à 5 Minuten gereinigt, mit dem 
Eindeckmittel Entellan® beträufelt und mit einem Deckglas eingedeckt. Alle Färbeschritte wurden 
unter dem Abzug durchgeführt und die fertig eingedeckten Objektträger für zwei Tage bei 
Raumtemperatur getrocknet. 
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4.2.12 Immunhistologische Färbung 
Vor Beginn der Immunfärbung wurde eine Antigen-Demaskierung durchgeführt, um ein besseres 
Färbeergebnis zu erhalten. Dafür wurden die Objektträger auf einer Heizplatte aufgetaut und 
anschließend im Citratpuffer (EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution) bei 93 °C für 45 min. 
inkubiert. Citratpuffer und Gewebeschnitte kühlten für ca. 20 - 30 min. bei Raumtemperatur ab 
bevor sich die ersten drei Waschschritte à 10 min. mit PBS (engl. phosphate buffered saline) 
anschlossen. Freie Proteinenden wurden für 45 min. bei Raumtemperatur mit einer Roti®Block 
Lösung (Roti®Block, 1:10 in ddH2O + 0,5 % Triton X-100) geblockt. Nach zweimaligem Waschen mit 
PBS à 5 min. schloss sich die primäre Antikörperfärbung über Nacht bei 4 °C an. Dafür wurde der 
Antikörper Doublecortin (DCX, Abcam ab18723) 1:1000 in Blocklösung (Roti®Block, 1:10 in PBS + 0,1 
% Triton X-100) verdünnt. Um überschüssigen primären Antikörper abzuwaschen, schlossen sich drei 
Waschschritte à 10min. mit PBS an. Die sekundäre Antikörperfärbung erfolgte bei Raumtemperatur 
für eine Stunde mit dem Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor 594 (Thermo Fisher). Dieser wurde 1:1000 
in Blocklösung verdünnt (Roti®Block, 1:10 in PBS + 0,1 % Triton X-100). Vor der Färbung mit dem 
membrangängigen Farbstoff Hoechst 33342 wurden die Gewebeschnitte drei Mal à 10 min. und 
anschließenden noch zwei Mal à 5 min. mit PBS gewaschen. Hoechst 33342 wurde 1:100 in PBS 
verdünnt und die Gewebeschnitte damit 10 min. bei RT inkubiert. Drei abschließende Waschschritte 
à 5 min. mit PBS folgten, bevor die Gewebeschnitte mit dem Einschlussmittel Roti®Mount FluorCare 
(Carl Roth) beträufelt und einem Deckglas eingedeckt wurden. Die Objektträger wurden über Nacht 
bei RT trocknen gelassen und danach bei 4°C gelagert. 
4.2.13 Auswertung Histologie 
Ausgewertet wurde die Anzahl der DCX positiven Zellen in den Gyrus dentati der RAD54-/- Mäuse. 
Dazu wurden die Gewebeschnitte deren DNS und RNS-Anteile durch die Nissl-Färbetechnik angefärbt 
wurden im Aperio Image System von Leica Biosystems eingescannt und mit der Software Image 
Scope x64 visualisiert. Diese Aufnahmen wurden zur Eingrenzung des Bregma-Abschnittes von -1,34 
bis -2,46 eingesetzt um die Struktur Gyrus dentatus auszumachen. Objektträger die in diesen Bereich 
fielen wurden für die Immunfärbungen ausgewählt und wie unter 4.2.12 beschrieben, behandelt. Der 
sekundäre Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor 594 wurde bei einer Wellenlänge von 596 nm angeregt 
und emittierte das Licht im roten Bereich von 615 nm, während der DNS Farbstoff Hoechst 33342 das 
Licht im Bereich von 525 nm emittierte. Die Zellkerne der Körnerzellen im Gyrus dentatus erschienen 
demnach blau und die DCX positiven Zellen rot. Einzelne Ausschnitte des Gyrus dentatus wurden mit 
dem 20er Objektiv des Zeiss Axio Observer Z1-Fluoreszenzmikroskops aufgenommen und diese mit 
 
Kapitel I  31 
dem Plugin „pairwise stitching“95 des Programmes Image J für die Auswertung der Anzahl der DCX 
positiven Zellen wieder zusammengefügt. Ausgewertet wurden pro Tier, 8 bis 10 Gyrus dentati, 
welche sich nicht überlappten. 
 
 
95 Preibisch et al. 2009. 
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4.3 Ergebnisse Kap I 
Für die Untersuchungen der Langzeiteffekte von Niedrigdosisstrahlung auf das prä- und postnatale 
Gehirn, wurde das Mausmodell Rad54-/- ausgewählt. Wie unter Kapitel 4.2.1 ausführlicher 
beschrieben, handelt es sich bei den Rad54-/- Mäusen um ein DNS-Doppelstrangbruch-
reparaturdefizientes System, bei welchem die Expression eines Schlüsselproteins der homologen 
Rekombination unterdrückt ist. DNS-Doppelstrangbrüche (DSBs) sind die folgenreichsten Läsionen 
die durch ionisierende Strahlung entstehen können. Dennoch weisen die Rad54-/- Tiere, im Gegensatz 
zu anderen reparaturdefizienten Modellen, keinen letalen Phänotyp auf. Dies macht sie zu einem 
guten System zur Untersuchung von Strahlenschäden96. Die Mäuse wurden für diese Arbeit im Alter 
von 10 Tagen bzw. im Embryonalstadium E14.5 mit 500 mGy Röntgenstrahlung bzw. sham bestrahlt 
und im Alter von zwei Monaten das räumliche Denkvermögen analysiert. 
Die Zeitpunkte der Bestrahlung wurden gewählt, da zum einen, besonders Embryonen gefährdet sind 
durch Röntgenbestrahlung kognitive Schäden zu erleiden97. Zum anderem weist das Gehirn auch im 
jungen postnatalen Alter kritische Phasen auf in denen es besonders strahlensensitiv ist. 
Strahleninduzierte Schäden im frühen Entwicklungsalter führen zu kognitiven Beeinträchtigungen, 
die bis zum Erwachsendasein überdauern können98. Für die Analyse des räumlichen Denkvermögens 
im adulten Stadium, wurde der Verhaltenstest Morris Water Maze (MWM) gewählt99. 
4.3.1 Vergleich der motorischen Eigenschaften und des Explorationsverhaltens der röntgen- bzw. 
sham bestrahlten Rad54-/- Mäuse 
Bevor die Rad54-/- Tiere den MWM-Test durchlaufen konnten, musste überprüft werden, ob sie die 
physiologischen Voraussetzungen für diesen erfüllten. Die Motorik der Mäuse wurde mit dem 
RotaRod-Test ermittelt, das Explorationsverhalten der Tiere über den Elevated Zero Maze-Test (EZM) 
(Abb. 9, 10). Die detaillierten Abläufe der Tests sind unter Kapitel 4.2.4 und 4.2.5 beschrieben. 
 
96 Essers et al. 1997; Kuznetsov et al. 2009. 
97 Otake und Schull 1984, 1998. 
98 Hall et al. 2004; Sadetzki et al. 2005; Ron et al. 1982; Roman und Sperduto 1995. 
99 Morris 1981. 
 
Kapitel I  33 
 
Abbildung 9: Rad54-/- Tiere zeigten keine behandlungsbedingten Auffälligkeiten im RotaRod-Test. 
(A) Graphische Darstellung des RotaRod-Tests. (B) Gemessen wurde die durchschnittliche Aufenthaltszeit der Mäuse auf 
einem sich rotierenden Stab, dessen Geschwindigkeit sich linear erhöhte. Dargestellt ist der Mittelwert aus je drei 
Versuchen pro Maus mit SEM. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Tukey-
Mehrfachvergleichstest festgestellt werden. Rad54-/- E14.5 sham n= 9, Rad54-/- E14.5 500 mGy n= 9, Rad54-/- p10 sham 
n= 10, Rad54-/- p10 500 mGy n= 10. 
Im RotaRod-Test konnten keinerlei motorische Auffälligkeiten der Tiere festgestellt werden. Weder 
die Bestrahlung im embryonalen bzw. frühen postnatalen Stadium beeinträchtige die motorischen 
Fähigkeiten der Mäuse, noch das Fehlen des Reparaturproteins Rad54 sorgte für Unregelmäßigkeiten 
im Bewegungsmuster. Alle Tiere konnten sich in etwa gleich lang auf dem rotierenden Stab halten 
(Abb. 9 B). Nur bei der Gruppe der 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere gab es zwei Ausreißer. Der 
Ausreißer der E14.5 Gruppe wurde nicht aus dem Versuch genommen, da die geringe 
Durchschnittszeit nicht auf eine motorische Auffälligkeit, sondern auf einen Fehlversuch während der 
Testreihe zurückzuführen war, dieses Tier fiel aufgrund seines hohen Explorationsverhaltens beim 
ersten Versuch vom Stab (Versuch 1= 36 s, Versuch 2= 119 s, Versuch 3= 250 s). Der zweite 
Ausreißer, aus der p10 500 mGy bestrahlten Gruppe, hielt sich im Schnitt nur etwa halb so lang auf 
dem rotierendem Stab im Vergleich zum Rest der Gruppe (155,5 s, Ø= 258,5 s). Da diese Maus keine 
motorischen Anomalien aufwies und im EZM-Test nicht wieder auffällig wurde, konnte sie in den 
weiteren Versuchen mitgeführt werden. 
Neben der Motorik wurde auch das Explorationsverhalten der Tiere untersucht. Dafür wurden die 
Mäuse 30 Minuten auf einer erhöhten kreisförmigen Plattform gehalten und ihre Bewegung verfolgt. 
Zweck des Tests war es herauszufinden wie häufig die Tiere die geschlossenen und offenen Bereiche 
des Elevated Zero Maze betreten würden. Dafür wurde ihre Körperachse in drei Punkte aufgeteilt: 
den Nasenbereich, das Zentrum und den Wurzelansatz des Schwanzes. Aufgetragen ist in Abbildung 
10 der prozentuale Anteil der Zeit, in der sich die Tiere mit ihrem Nasen- und Mittelpunkt in offenen 
Bereichen aufhielten, sowie die insgesamt zurückgelegte Distanz. Ein defizientes 
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Explorationsverhalten würde sich unter anderem darin bemerkbar machen, wenn die Tiere sich nur 
in geschlossenen und kaum in offenen Bereichen aufhalten würden. Dies konnte allerdings in keiner 
Gruppe beobachtet werden. 
 
Abbildung 10: Rad54-/- Tiere zeigten keine behandlungsbedingten Auffälligkeiten im EZM-Test. 
(A) Schematische Darstellung des EZM. Aufgetragen ist die insgesamt zurückgelegte Distanz (B) sowie die Aufenthaltszeit 
des Nasenpunktes (C) und des Mittelpunktes (D) in offenen Bereichen während der Testlaufphase von 30 min. (B - D) Die 
dargestellten Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen 
den Gruppen mit dem Tukey-Mehrfachvergleichstest ermittelt werden. Rad54-/- E14.5 sham n= 9, Rad54-/- E14.5 500 mGy 
n= 9, Rad54-/- p10 sham n= 10, Rad54-/- p10 500 mGy n= 10. 
Die Analyse des EZM zeigte, dass sich die Rad54-/- Mäuse in ihrem Explorationsverhalten nicht 
unterschieden. Die Tiere hielten sich sowohl in den offenen als auch in den geschlossenen Bereichen 
des EZM auf und betraten die offenen Bereiche mit ihrem Nasen- bzw. Mittelpunkt 
gruppenübergreifend mit dergleichen Häufigkeit (Abb. 10 C, D). Auch die zurückgelegten Distanzen 
unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen (Abb. 10 B). 
Da sowohl die motorischen Voraussetzungen erfüllt wurden und ebenso keine Auffälligkeiten im 
Explorationsverhalten festgestellt werden konnten, folgte anschließend der Morris Water Maze-Test. 
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4.3.2 Vergleich des räumlichen Lernverhaltens der an E14.5 sham und 500 mGy bestrahlten 
Rad54-/- Tiere 
4.3.2.1 Initiale Phase des MWM-Tests 
Der Morris Water Maze-Test teilte sich in zwei Abschnitte auf. Der erste Abschnitt war die initiale 
Phase, in welcher die Tiere das Prinzip des Versuches erlernen und daraufhin die nicht sichtbare 
Plattform im Wasser erreichen mussten. Orientierungspunkte boten insgesamt vier Hinweise, welche 
an umliegenden Wänden platziert wurden. Die initiale Phase beinhaltete insgesamt 5 Trainingstage 
in denen jedes Tier pro Tag vier Versuche hatte, um die Plattform zu finden. Während dieses 
Zeitraumes mussten die Tiere eine Strategie entwickeln, um mit Hilfe der Hinweise zur Plattform zu 
navigieren. Um sicherzugehen, dass das räumliche Denkvermögen adressiert wurde und nicht das 
Arbeitsgedächtnis, in welchem eine bestimmte Route erlernt, abgespeichert und immer wieder 
abgerufen wird, variierten die Startpunkte der Suche. Das bedeutet, dass die Maus für jeden Versuch 
an einer anderen Stelle in das Wasserbecken gesetzt wurde, allerdings niemals in die unmittelbare 
Nähe der Plattform. 
Im zweiten Abschnitt des MWM-Tests, der Umkehrphase, wurde der Aufenthaltsort der Plattform im 
Wasserbecken verändert. Die Aufgabe der Tiere war es nun, ihre ursprüngliche Suchstrategie zu 
revidieren und eine neue Taktik anzuwenden, um den neuen Aufenthaltsort der Plattform zu 
ermitteln. Der detaillierte Verlauf des gesamten MWM-Tests ist unter Kapitel 4.2.6 beschrieben. 
Ein Vorteil des MWM-Tests ist es, dass keine Vortests nötig sind100. Die Motivation die Plattform zu 
finden und damit aus dem Becken zu fliehen, liegt in der Natur der Mäuse. Diese sind keine 
natürlichen Schwimmer und versuchen daher auf schnellstmögliche Weise dem Wasser zu 
entkommen101. Somit ist das MWM unabhängig vom Appetit oder der Trägheit der Tiere. Das Fehlen 
von Vorversuchen spiegelte sich allerdings im Abschneiden der Tiere am ersten Trainingstag der 
initialen Phase wider (Abb. 11 A). Die Mäuse erfahren nicht nur eine neue Umgebung, auch der 
Testverlauf ist eine neue Prozedur, die in erster Linie Stress verursacht. Die Tiere benötigten daher 
vergleichsweise viel Zeit um die Plattform ausfindig zu machen. Interessanterweise ähnelten sich die 
Lernkurven der 500 mGy und sham bestrahlten Rad54-/-Tiere sehr. Allerdings zeigten die 500 mGy 
bestrahlten Mäuse in den ersten zwei Tagen der initialen Phase ein leicht verzögertes Lernverhalten 
(Abb. 11 A, B). So benötigten sie am zweiten Tag der initialen Phase im Schnitt 97,7± 7,2 s um die 
Plattform zu erreichen, die sham bestrahlten Tiere hingegen nur 70,1± 10,4 s. 
 
100 D'Hooge und Deyn 2001. 
101 Cravens 1974. 
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Erwartungsgemäß verringerte sich im Laufe der initialen Phase die Zeit, die die Mäuse benötigten um 
die Plattform zu erreichen (Abb. 11 A - E). Grund für die verbesserten Zeiten war auch der vermehrte 
Einsatz von räumlichen Suchstrategien (Abb. 11 F). Es konnten keine signifikanten Unterschiede im 
Einsatz der räumlichen Suchstrategien zwischen den Behandlungsgruppen ermittelt werden. 
Lediglich Tendenzen waren zu erkennen. So setzten die an E14.5 500 mGy bestrahlten Tiere in den 
ersten zwei Tagen der initialen Phase im Schnitt nur knapp 3 % räumliche Suchstrategien ein um die 
Plattform zu erreichen, sechsmal weniger als die sham bestrahlten Tiere (Tag 1+ 2: E14.5 500 mGy= 
2,78±0 %, E14.5 sham= 18,05±4,9 %). Am fünften Tag der initialen Phasen unterschieden sich die 
500 mGy und sham bestrahlten Tiere weder im Einsatz der räumlichen Suchstrategien (sham= 
52,8±14,1 %, 500 mGy= 50±13,2 %), noch in der Zeit um die Plattform zu erreichen (Ø Zeit: sham= 
59,6±13,3 s, 500 mGy= 58,6±14,5 s) (Abb. 11 E, F). 
 
Abbildung 11: Ähnliches Lernverhalten der an E14.5 sham/ 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere, während der initialen 
Phase des MWM-Tests. 
(A - E) Aufgetragen ist die Häufigkeit des Erreichens der Plattform und die durchschnittliche Zeit, die dafür benötigt wurde. 
Jedes Tier hatte pro Tag vier Versuche die Plattform aus unterschiedlichen Startpositionen zu finden, wobei jeder Versuch 
maximal 120 Sekunden dauerte. Signifikanzen wurden unter Berücksichtigung der Bonferroni Korrektur mit dem Mantel-
Cox und dem Gehan-Breslow-Wilcoxon Test festgestellt, p< 0,05 (*). (F) Dargestellt sind die durchschnittlich eingesetzten 
räumlichen Suchstrategien während der initialen Phase. Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. 
Signifikanzen wurden mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest ermittelt; p> 0,1234 (ns), p< 0,0332 (*). Rad54-/- E14.5 sham 
n= 9, Rad54-/- E14.5 500 mGy n= 9. 
Am sechsten Tag der initialen Phase erfolgte ein Probeversuch. Bei diesem Probeversuch wurde die 
Plattform aus dem Becken entfernt und das Schwimmverhalten der Tiere innerhalb von 60 Sekunden 
aufgezeichnet. Gemessen wurde hierbei die Aufenthaltszeit der Tiere in vier virtuell markierten 
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Quadranten des Beckens (Süd-West, Süd-Ost, Nord-West und Nord-Ost). Zielquadrant bildete der 
südwestliche, da sich hier die Plattform während der initialen Phase befand (Abb. 12). 
 
Abbildung 12: Behandlungsunabhängiges Verhalten der an E14.5 sham/ 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere im Probe-
versuch der initialen Phase. 
(A) Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (SW), sowie in den Quadranten SO, NW und NO während des 
Probeversuches. Dieser erfolgte am sechsten Tag ohne Plattform. Die grün markierte 25 % Linie weist auf die 
Aufenthaltszeit hin, welche bei zufälligem Verhalten zu erwarten wäre. (B) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere 
im Zielquadranten (SW). Dargestellte Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest (A) und ungepaarten t-Test (B) festgestellt 
werden. Rad54-/- E14.5 sham n= 9, Rad54-/- E14.5 500 mGy n= 9. 
Der Probeversuch der initialen Phase deckte ebenfalls keine Unterschiede zwischen den sham und 
500 mGy bestrahlten Rad54-/- Mäusen auf. Die Tiere favorisierten gruppenübergreifend den 
Zielquadranten (Abb. 12 A) und hielten sich prozentual gleichermaßen lange in diesem auf 
(sham= 45,2±8,9 %, 500 mGy= 43,3±8,3 %) (Abb. 12 B). 
Die initiale Phase des MWM zeigte keine Unterschiede im Lernverhalten zwischen den an E14.5 
500 mGy und sham bestrahlten Rad54-/- Tieren. 
4.3.2.2 Umkehrphase des MWM-Tests 
An die initiale Phase schloss sich eine fünftägige Umkehrphase, in welcher die Plattform vom Süd-
West Quadranten in den Nord-Ost Quadranten verschoben wurde. Aufgabe der Tiere war es nun die 
neue Plattformposition zu erlernen. 
Wie erwartet erreichten die Tiere gruppenübergreifend am zweiten Tag der Umkehrphase die 
Plattform schneller, als am zweiten Tag der initialen Phase (initiale Phase Tag 2: sham= 70,1±10,4 s, 
500 mGy= 97,6±7,2 s, Umkehrphase Tag 2: sham= 48,5±14,5 s, 500 mGy= 42,0±12,3 s) (vgl. Abb. 11 B 
mit 13 B). Dies zeigte, dass die Mäuse das Prinzip des MWM-Tests erlernt hatten und nun ihre 
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Suchstrategie auf die neue Plattformposition anpassen mussten. In der Umkehrphase konnten 
weder, in den Zeiten die die Tiere benötigten um die Plattform zu erreichen (Abb. 13 A - E), noch im 
Einsatz von räumlichen Suchstrategien (Abb. 13 F) signifikante Unterschiede zwischen den 
Behandlungsgruppen festgestellt werden. 
 
Abbildung 13: Keine Unterschiede im Lernverhalten der an E14.5 sham/ 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere während der 
Umkehrphase des MWM-Tests. 
(A - E) Aufgetragen ist die Häufigkeit des Erreichens der Plattform und die durchschnittliche Zeit, die dafür benötigt wurde. 
Jedes Tier hatte pro Tag vier Versuche die Plattform aus unterschiedlichen Startpositionen zu finden, wobei jeder Versuch 
maximal 120 Sekunden dauerte. Es konnten keine Signifikanzen festgestellt werden, unter Berücksichtigung der Bonferroni 
Korrektur mit dem Mantel-Cox und dem Gehan-Breslow-Wilcoxon Test. (F) Dargestellt sind die durchschnittlich 
eingesetzten räumlichen Suchstrategien während der Umkehrphase. Die dargestellten Abweichungen vom Mittelwert 
entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest ermittelt werden. Rad54-/- E14.5 sham n= 9, Rad54-/- E14.5 500 mGy n= 9. 
Auch der Probeversuch der Umkehrphase zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
Behandlungsgruppen (Abb. 14). Die Tiere favorisierten deutlich den Zielquadranten (sham= 57,9 %, 
500 mGy= 56 %) (Abb. 14 A). Dabei gingen die zuvor in der initialen Phase großen Streuungen (initiale 
Phase: sham SEM= 8,9 %, 500 mGy SEM= 8,3 %) teilweise erheblich zurück (Umkehrphase: sham 
SEM= 4,3 %, 500 mGy SEM= 6,7 %) (vgl. Abb. 12 B mit 14 B). 
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Abbildung 14: Behandlungsunabhängiges Verhalten der an E14.5 sham/ 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere im Probe-
versuch der Umkehrphase. 
(A) Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (NO), sowie in den Quadranten NW, SO und SW während des 
Probeversuches. Dieser erfolgte am sechsten Tag ohne Plattform. Die grün markierte 25 % Linie weist auf die 
Aufenthaltszeit hin, welche bei zufälligem Verhalten zu erwarten wäre. (B) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere 
im Zielquadranten (NO). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A) und ungepaarten t-Test (B) festgestellt werden. Abweichungen vom Mittelwert entsprechen 
dem SEM. Rad54-/- E14.5 sham n= 9, Rad54-/- E14.5 500 mGy n= 9. 
4.3.3 Vergleich des räumlichen Lernverhaltens der an p10 sham und 500 mGy bestrahlten 
Rad54-/- Tiere 
Neben dem Embryonalstadium E14.5 sollte ebenso die Radiosensitivität des frühen postnatalen 
Stadiums p10 überprüft werden. In diesem Zeitraum befindet sich das murine Gehirn in einem 
Wachstumsschub102, bei welchem die Dichte der Axone und Dendriten drastisch zunimmt103 und 
zugleich die Gliogenese104 ihren Höhepunkt erreicht. Das frühe postnatale Stadium beschreibt daher 
eine besonders sensible Phase der murinen Gehirnentwicklung. 
4.3.3.1 Initiale Phase des MWM-Tests 
Die initiale Phase des MWM-Tests der an p10 500 mGy und sham bestrahlten Rad54-/- Tiere zeigte 
ähnliche Tendenzen wie schon zuvor die initiale Phase der an E14.5 500 mGy bzw. sham bestrahlten 
Rad54-/- Tiere. So benötigten sowohl die an p10 500 mGy als auch die sham bestrahlten Tiere 
verhältnismäßig viel Zeit am ersten Tag der Trainingsphase um die versteckte Plattform zu erreichen 
(Abb. 15 A). Die Zeit zum Erreichen der Plattform verringerte sich erwartungsgemäß über die 
fünftägige initiale Phase. Interessanterweise unterschieden sich die Lernkurven der 500 mGy und 
 
102 Bockhorst et al. 2008; Dobbing und Sands 1979. 
103 Cowan 1979; Baloch et al. 2009. 
104 Catalani et al. 2002; Kriegstein und Alvarez-Buylla 2009. 
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sham bestrahlten Tiere kaum (Abb. 15 A - E). Der Einsatz an räumlichen Suchstrategien um die 
Plattform ausfindig zu machen erhöhte sich erst ab dem vierten Tag der initialen Phase in der Gruppe 
der sham bestrahlten Mäuse deutlich (Tag 3: 22,5±7,8 %, Tag 4: 47,5±10,8 %) (Abb. 15 F). Der geringe 
Einsatz an räumlichen Suchstrategien der 500 mGy bestrahlten Gruppe am vierten Tag (17,5±7,5 %) 
spiegelte sich ebenso negativ in der Zeit des Erreichens der Plattform wider. So benötigten die 
500 mGy bestrahlten Tiere im Schnitt 90,9±9 Sekunden um die Plattform ausfindig zu machen, die 
sham bestrahlten Tiere hingegen nur 61,8±11 Sekunden. Signifikante Unterschiede im Einsatz von 
räumlichen Suchstrategien oder im Erreichen der Plattform konnten jedoch zwischen den 
Behandlungsgruppen während der gesamten initialen Phase nicht festgestellt werden. 
 
Abbildung 15: Kaum Unterschiede im Lernverhalten der an p10 sham/ 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere während der 
initialen Phase des MWM-Tests. 
(A - E) Aufgetragen ist die Häufigkeit des Erreichens der Plattform und die durchschnittliche Zeit, die dafür benötigt wurde. 
Jedes Tier hatte pro Tag vier Versuche die Plattform aus unterschiedlichen Startpositionen zu finden, wobei jeder Versuch 
maximal 120 Sekunden dauerte. Es konnten keine Signifikanzen unter Berücksichtigung der Bonferroni Korrektur mit dem 
Mantel-Cox und dem Gehan-Breslow-Wilcoxon Test festgestellt werden. (F) Dargestellt sind die durchschnittlich 
eingesetzten räumlichen Suchstrategien während der initialen Phase. Dargestellte Abweichungen vom Mittelwert 
entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest ermittelt werden; p> 0,1234 (ns). Rad54-/- p10 sham n= 10, Rad54-/- p10 500 mGy n= 10. 
Am sechsten Tag der initialen Phase wurde ein Probeversuch ohne Plattform durchgeführt. Es 
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden 
(Abb. 16). 
 
Kapitel I  41 
 
Abbildung 16: Behandlungsunabhängiges Verhalten der an p10 sham/ 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere im 
Probeversuch der initialen Phase. 
(A) Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (SW), sowie in den Quadranten SO, NW und NO während des 
Probeversuches. Dieser erfolgte am sechsten Tag ohne Plattform. Die grün markierte 25 % Linie weist auf die 
Aufenthaltszeit hin, welche bei zufälligem Verhalten zu erwarten wäre. (B) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere 
im Zielquadranten (SW). Dargestellte Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest (A) und ungepaarten t-Test (B) festgestellt 
werden. Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Rad54-/- p10 sham n= 10, Rad54-/- p10 500 mGy n= 10. 
Die Tiere favorisierten den Zielquadranten (sham= 35,4 %, 500 mGy= 34,7 %) und zeigten in den 
Gruppen ähnliche Streuungen um den mittleren Wert der Aufenthaltszeit im Zielquadranten (sham 
SEM= 6,5 %, 500 mGy SEM= 6,6 %). 
4.3.3.2 Umkehrphase des MWM-Tests 
Nach der initialen Phase, schloss sich die Umkehrphase des MWM-Tests an. Die Lernkurven der 
500 mGy und sham bestrahlten Tiere verliefen über den gesamten fünftätigen Trainingsverlauf fast 
identisch (Abb. 17 A-E). Dabei setzten die Rad54-/- Mäuse behandlungsunabhängig ab dem zweiten 
Tag  der Umkehrphase deutlich mehr räumliche Suchstrategien ein als am zweiten Tag der initialen 
Phase (sham: initiale Phase = 17,5±6,5 %, Umkehrphase=37,5±14,6 %, 500 mGy: initiale 
Phase=20±10,4%, Umkehrphase= 42,5±11,8 %). Der erhöhte Einsatz an räumlichen Suchstrategien 
spiegelte sich auch in der Zeit des Erreichens der Plattform wider. So benötigten beispielsweise die 
sham bestrahlten Rad54-/- Tiere am dritten Tag der initialen Phase noch im Schnitt 89,1±9,5 
Sekunden um die Plattform zu erreichen, während es zum gleichen Tag während der Umkehrphase 
nur noch 51,8±8,7 Sekunden waren. Diese Ergebnisse verdeutlichen den engen Zusammenhang 
zwischen dem Einsatz von räumlichen Suchstrategien und dem erfolgreichen Auffinden der 
Plattform. Die Rad54-/- Mäuse zeigten behandlungsunabhängig eine Verbesserung des Lernverhaltens 
von initialer- zur Umkehrphase des MWM-Tests. 
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Abbildung 17: Keine signifikanten Unterschiede im Lernverhalten der an p10 sham/ 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere 
während der Umkehrphase des MWM-Tests. 
(A - E) Aufgetragen ist die Häufigkeit des Erreichens der Plattform und die durchschnittliche Zeit, die dafür benötigt wurde. 
Jedes Tier hatte pro Tag vier Versuche die Plattform, aus unterschiedlichen Startpositionen zu finden, wobei jeder Versuch 
maximal 120 Sekunden dauerte. Es konnten keine Signifikanzen festgestellt werden, unter Berücksichtigung der Bonferroni 
Korrektur mit dem Mantel-Cox und dem Gehan-Breslow-Wilcoxon Test. (F) Dargestellt sind die durchschnittlich 
eingesetzten räumlichen Suchstrategien während der Umkehrphase. Dargestellte Abweichungen vom Mittelwert 
entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest festgestellt werden, p> 0,1234 (ns). Rad54-/- p10 sham n= 10, Rad54-/- p10 500 mGy n= 10. 
Auch der Probeversuch am sechsten Tag der Umkehrphase wies keine Unterschiede im Verhalten 
zwischen den Behandlungsgruppen auf. Die Tiere hielten sich überwiegend im Zielquadranten auf 
(sham= 49,4±6,7 %, 500 mGy= 46,6±4,6 %) und zeigten eine ähnliche Streuung um den Mittelwert 
der Aufenthaltszeit im nordöstlichen Zielquadranten (sham SEM= 6,7 %, 500 mGy SEM= 4,5 %) (Abb. 
18). 
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Abbildung 18: Behandlungsunabhängiges Verhalten der an p10 sham/ 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere im 
Probeversuch der Umkehrphase. 
(A) Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (NO), sowie in den Quadranten NW, SO und SW während des 
Probeversuches. Dieser erfolgte am sechsten Tag ohne Plattform. Die grün markierte 25 % Linie weist auf die 
Aufenthaltszeit hin, welche bei zufälligem Verhalten zu erwarten wäre. (B) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere 
im Zielquadranten (NO). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A) und ungepaarten t-Test (B) festgestellt werden. Abweichungen vom Mittelwert entsprechen 
dem SEM. Rad54-/- p10 sham n= 10, Rad54-/- p10 500 mGy n=10. 
Insgesamt konnte eine gruppenübergreifende Verbesserung der Zeiten im Erreichen der Plattform 
und dem Einsatz von räumlichen Suchstrategien von initialer zur Umkehrphase ausgemacht werden. 
So benötigte die sham bestrahlte Rad54-/- Gruppe (E14.5 sham/ p10 sham) in der initialen Phase im 
gesamten Mittel noch 74,5±5,1 s um die Plattform zu erreichen, in der Umkehrphase waren es nur 
noch nur 49,6±6,8 s. Die an E14.5 500 mGy bestrahlten Tiere benötigten über die gesamte initiale 
Trainingsphase im Mittel 76,7±11,6 s und die an p10 500 mGy bestrahlten Tiere sogar 89,6±7,4 s um 
die Plattform zu finden, aber auch sie verbesserten sich in der Umkehrphase erheblich, sodass die 
E14.5 500 mGy bestrahlten Tiere im Schnitt, nur noch 35,5±9,7 s und die an p10 500 mGy bestrahlten 
Tiere im Mittel, nur noch 58,1± 9 s benötigten um die Plattform zu erreichen. 
Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen der Rad54-/- Tiere konnten hingegen im 
gesamten MWM-Test nicht ausgemacht werden. Allerdings zeigten sich an mehreren Stellen 
Tendenzen zu einem verzögerten Lernverhalten bei den 500 mGy bestrahlten Tieren. So setzten die 
an E14.5 500 mGy bestrahlten Tiere in den ersten zwei Tagen der initialen Phase kaum räumliche 
Suchstrategien ein (< 3 %). Die an p10 500 mGy bestrahlten Tiere hingegen wiesen schon ab dem 
ersten Tag der initialen Phase ein starkes Lerndefizit auf. So bildeten sie in der gesamten initialen 
Phase die Gruppe, die die meiste Zeit benötigte um die Plattform zu erreichen. Insgesamt 20 % 
länger als die sham bestrahlte Gruppe (E14.5 sham/ p10 sham) und 16 % länger als die an E14.5 
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500 mGy bestrahlte Gruppe. Auch der Einsatz von räumlichen Suchstrategien während der initialen 
Phase war am niedrigsten in der p10 500 mGy bestrahlten Gruppe. So setzten sie insgesamt 9,4 % 
weniger räumliche Suchstrategien ein, als die sham bestrahlten Tiere (E14.5 sham/ p10 sham) und 
7,9 % weniger als die E14.5 500 mGy bestrahlten Tiere (E14.5 + p10 sham Ø= 30,4±9,1 %, E14.5 500 
mGy= 28,9±7,7 %, p10 500 mGy= 21±9,1 %). Dieses Defizit konnte auch in der Umkehrphase nicht 
ausgeglichen werden. So benötigten sie im Mittel 16,9 % mehr Zeit die Plattform in der Umkehrphase 
zu erreichen als die sham bestrahlte Gruppe (E14.5 sham/ p10 sham). Auch der Einsatz von 
räumlichen Suchstrategien während der Umkehrphase war um 6,9 % reduziert, im Vergleich zu den 
sham bestrahlten Tieren (E14.5 sham/ p10 sham) (E14.5/ p10 sham Ø= 51,4±9,3 %, p10 500 mGy= 
44,5±9,8 %). 
Trotz des tendenziell verlangsamten Lernverhaltens der 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Mäuse, blieb 
ein signifikanter Unterschied zwischen sham und 500 mGy bestrahlten Tiere aus. Diese Ergebnisse 
unterstützen nicht die ursprüngliche Hypothese. Aus vorangegangen Arbeiten konnte gezeigt 
werden, dass in Wildtyptieren eine Niedrigdosisbestrahlung von 500 mGy zu den 
Entwicklungszeitpunkten E14.5 und p10 ausreichte um eine signifikante Lernbeeinträchtigung im 
Erwachsenenalter hervorzurufen (Axel Klink105). Aufgrund dessen lag die Vermutung nahe, dass die 
DNS-reparaturdefizienten Rad54-/- Mäuse nach Bestrahlung ein mindestens ebenso starkes 
Lerndefizit aufweisen müssten wie die bestrahlten Wildtyptiere. Um zu überprüfen ob die Deletion 
des Rad54-Gens, ohne Strahlenbelastung, zu kognitiven Entwicklungsstörungen in den Mäusen 
führte, sollte das Rad54-/- Mausmodell im Folgenden mit Wildtyptieren verglichen werden. 
4.3.4 Vergleich Wildtyp- und Rad54-/- Tiere 
Die phänomenologische Entwicklung der Rad54-/- Mäuse wird, ohne den Einfluss äußerer 
Stressfaktoren, als normal beschrieben. Tiefergehende Verhaltensexperimente wurden mit diesem 
Modellsystem, nach unserem Wissen, noch nicht durchgeführt. Daher sollte in dieser Arbeit zuerst 
die motorischen Fähigkeiten und das Explorationsverhalten der Tiere untersucht werden. Beide 
Parameter dienten zugleich als Voraussetzung für den MWM-Test. Alle verarbeiteten Daten der 
Wildtyptiere wurden von Herrn Axel Klink bzw. unter dessen Aufsicht erhoben106. 
4.3.4.1 Motorik und Explorationsverhalten 
Zur Überprüfung der motorischen Fähigkeiten wurden die an E14.5 und p10 sham bestrahlten 
Rad54-/- und Wildtyptiere dem RotaRod-Test unterzogen. Die Aufenthaltszeiten auf dem sich 
 
105 BNA 2017 Festival of Neuroscience: Abstract Book 2017; Laura Trundle | Fusion Conferences. 
106 Laura Trundle | Fusion Conferences; BNA 2017 Festival of Neuroscience: Abstract Book 2017. 
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rotierenden Stab unterschieden sich zwischen den untersuchten Gruppen kaum. So hielten sich die 
an E14.5 sham bestrahlten Rad54-/- Tiere im Schnitt 261,2±6,8 s lang, die zum gleichen Zeitpunkt 
sham bestrahlten Wildtyptiere 277,6±6,4 s, die an p10 sham bestrahlten Rad54-/- Mäuse 267,7±6,8 
und die an p10 sham bestrahlten Wildtypmäuse 280,2±5,2 s auf dem sich rotierenden Stab auf (Abb. 
19 A). 
 
Abbildung 19: Keine signifikanten Unterschiede in der Motorik und dem Explorationsverhalten zwischen WT- und 
Rad54-/- Mäusen. 
(A) RotaRod-Test. Gemessen wurde die durchschnittliche Aufenthaltszeit der Mäuse auf einem sich rotierenden Stab, 
dessen Geschwindigkeit sich linear erhöhte. Dargestellt ist der Mittelwert aus je drei Versuchen pro Maus mit SEM. (B - C) 
Elevated Zero Maze-Test. Aufgetragen ist die Aufenthaltszeit des Nasenpunktes (B) in den offenen Bereichen, sowie die 
insgesamt zurückgelegte Distanz (C) während der Testlaufphase von 30 min. Es konnten keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den Gruppen mit dem Tukey-Mehrfachvergleichstest festgestellt werden. Rad54-/- E14.5 sham n= 9, Rad54-/- p10 
sham n= 10, Wildtyp E14.5 sham n= 10, Wildtyp p10 sham n=10. 
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Auch das getestete Explorationsverhalten der Tiere ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen 
Wildtyp- und Rad54-/- Mäusen. So hielten sich die, sowohl an E14.5 als auch an p10 sham bestrahlten 
Rad54-/- Tiere gleichermaßen mit ihrem Nasenpunkt in offenen und geschlossenen Bereichen des 
EZM auf wie die sham bestrahlten Wildtyptiere und legten ebenso ähnliche Distanzen während der 
30-minütigen Testlaufphase zurück (Abb. 19 B, C). 
4.3.4.2 Vergleich der an E14.5 sham bestrahlten Wildtyp- und Rad54-/- Tiere im MWM-Test 
Die Verhaltenstests aus Kapitel 4.3.4.1 zeigten, dass weder die motorische Entwicklung noch das 
Explorationsverhalten der Rad54-/- Tiere beeinträchtigt war. Damit waren gleichzeitig die 
Voraussetzungen erfüllt um die Rad54-/- Tiere mit den Wildtyptieren im MWM-Test zu vergleichen. 
Die erste Phase des MWM-Tests, die initiale Phase deckte interessanterweise eine hoch signifikante 
Beeinträchtigung im Lernverhalten der Rad54-/- Mäuse auf. 
 
Abbildung 20: Verzögertes Lernverhalten der an E14.5 sham bestrahlten Rad54-/- Tiere während der initialen Phase des 
MWM-Tests. 
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(A) Lernkurven der Rad54-/- und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mäuse um die Plattform zu 
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz räumlicher Suchstrategien während der initialen Phase des MWM-Tests. (C, D) 
Probetest der initialen Phase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (SW). Pfeile weisen 
Tiere aus, die überdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchschnittlich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht 
haben, mit den dazugehörigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stellen verweisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue 
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) ermittelt; p> 0,1234 (ns), p< 0,0332 (*), p< 0,0021 (**), 
p< 0,0002 (***), p≤ 0,0001 (****). Rad54-/- E14.5 sham n= 9, WT E14.5 sham n= 10. 
So benötigten die Rad54-/- Tiere am zweiten Tag der initialen Phase doppelt so viel Zeit, in den Tagen 
drei und vier sogar viermal so viel Zeit wie die Wildtyptiere um die Plattform zu erreichen (Tag 2: 
Rad54-/-= 70,1±10,4 s, WT= 34,8±7,9 s, Tag 3: Rad54-/-= 64,7±12,6 s, WT= 16,1±3,4 s, Tag 4: Rad54-/-
= 56,4±14,4 s, WT= 13,5±3,6 s) (Abb. 20 A). Das beeinträchtigte Lernverhalten der Rad54-/- Tiere 
spiegelte sich auch in der Wahl der Suchstrategien wider. So setzten sie ab dem zweiten Tag der 
initialen Phase signifikant weniger räumliche Suchstrategien ein als die Wildtyptiere. Während die 
Wildtyptiere ab dem zweiten Tag der initialen Phase im Mittel über 60 % räumliche Suchstrategien 
einsetzten, waren es bei den Rad54-/- Tiere gerade einmal 25 %. Ab dem dritten Tag erhöhte sich der 
Einsatz an räumlichen Suchstrategien bei den Wildtyptieren auf über 90 %, die Rad54-/- Tiere 
hingegen, setzten bis zum letzten Tag nicht mehr als 53 % räumliche Suchstrategien ein um die 
Plattform zu erreichen (Abb. 20 B). 
Nur im Probeversuch am sechsten Tag der initialen Phase konnten keine signifikanten Unterschiede 
mehr zwischen Rad54-/- und Wildtyptieren ausgemacht werden. Beide Gruppen hielten sich im Mittel 
vorzugsweise im Zielquadranten auf (Rad54-/-= 45,2±8,9 %, WT=52,8±3,3 %) (Abb. 20 C). Auffällig 
hierbei war allerdings die große Streuung innerhalb der Rad54-/- Gruppe (SEM: Rad54-/-= 8,9 %, 
WT= 3,3 %). So gab es Tiere die überdurchschnittlich viel Zeit im Zielquadranten verweilten (roter 
Pfeil= 79,5 %) und Tiere die unterdurchschnittlich wenig Zeit im Zielquadranten verblieben (blauer 
Pfeil= 16,9 %) (Abb. 20 D). 
In der zweiten Phase des MWM-Tests, der Umkehrphase, wurde die Plattformposition in die Mitte 
des Nord-Ost Quadranten platziert. Dabei zeigten die Rad54-/- Mäuse in den ersten zwei Tagen noch 
ein beeinträchtigtes Lernverhalten. So benötigten sie signifikant mehr Zeit die Plattform zu erreichen, 
als die Wildtyptiere (Tag 1: Rad54-/-= 88,2±9,1 s, WT= 56,8±9 s, Tag 2: Rad54-/-= 48,5±14,5 s, WT= 
14,5±1,9 s) und setzten in den ersten drei Tagen signifikant weniger räumliche Suchstrategien ein als 
die Wildtyptiere (Tag 1: Rad54-/-= 13,9±6 %, WT=47,5±8,7 %, Tag 2: Rad54-/-= 47,2±15,8 %, WT= 
95±3,3 %, Tag 3: Rad54-/-= 61,1±10,3 %, WT= 92,5±3,8 %) (Abb. 21 A, B). 
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Abbildung 21: Anfänglich verzögertes Lernverhalten der an E14.5 sham bestrahlten Rad54-/- Tiere während der Umkehr-
phase des MWM-Tests. 
(A) Lernkurven der Rad54-/- und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mäuse um die Plattform zu 
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz räumlicher Suchstrategien während der Umkehrphase des MWM-Tests. (C, D) 
Probetest der Umkehrphase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (NO). Pfeile weisen 
Tiere aus, die überdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchschnittlich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht 
haben, mit den dazugehörigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stellen verweisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue 
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) ermittelt; p< 0,0332 (*), p< 0,0021 (**), p< 0,0002 (***), 
p< 0,0001 (****). Rad54-/- E14.5 sham n= 9, WT E14.5 sham n= 10. 
Interessanterweise hielten sich die Rad54-/- Tiere im Probeversuch der Umkehrphase signifikant 
länger im Zielquadranten auf als die Wildtyptiere (Rad54-/-= 57,9±2,3 %, WT= 42,6±2,3 %). Zudem 
sank die in der initialen Phase beobachtete starke Streuung innerhalb der Rad54-/- Gruppe (SEM= 2,3 
%, vgl. Abb. 20 C mit  21 C). Alle Tiere hielten sich nun überwiegend im Zielquadranten auf (roter 
Pfeil= 68,7 %, blauer Pfeil= 43,2 %) (Abb. 21 C, D). Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die 
Rad54-/- Tiere besonders beim Erinnern an die genaue Plattformposition Defizite aufwiesen. 
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4.3.4.3 Vergleich der an E14.5 500 mGy bestrahlten Wildtyp- und Rad54-/- Tiere im MWM-Test 
Nachdem der Vergleich der an E14.5 sham bestrahlten Wildtyp- und Rad54-/- Tiere erhebliche 
Beeinträchtigungen im Lernverhalten der Rad54-/- Mäuse aufdeckte, sollten nun die an E14.5 
500 mGy bestrahlten Wildtyp- und Rad54-/- Tiere miteinander verglichen werden. Interessanterweise 
zeigten sich in der gesamten fünftägigen initialen Phase, weder in den Zeiten, die die Tiere 
benötigten um die Plattform zu erreichen, noch beim Einsatz von räumlichen Suchstrategien 
signifikanten Unterschiede zwischen den 500 mGy bestrahlten Rad54-/- und Wildtyptieren (Abb. 22 A, 
B). 
 
Abbildung 22: Fast identisches Lernverhalten der an E14.5 500 mGy bestrahlten Rad54-/- und Wildtyptiere während der 
initialen Phase des MWM-Tests. 
(A) Lernkurven der Rad54-/- und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mäuse um die Plattform zu 
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz räumlicher Suchstrategien während der initialen Phase des MWM-Tests. (C, D) 
Probetest der initialen Phase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (SW). Pfeile weisen 
Tiere aus, die überdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchschnittlich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht 
haben, mit den dazugehörigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stellen verweisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue 
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten 
 
Kapitel I  50 
Unterschiede mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) festgestellt werden; p> 0,1234 
(ns). Rad54-/- E14.5 500 mGy n= 9, WT E14.5 500 mGy n= 10. 
Der Probeversuch am sechsten Tag der initialen Phase, deckte ebenfalls keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den Gruppen auf (Abb. 22 C). Auch in der 500 mGy bestrahlten Rad54-/- 
Gruppe gab es Tiere die überdurchschnittlich viel Zeit (roter Pfeil= 74,3 %) und Tiere die 
unterdurchschnittlich wenig Zeit (blauer Pfeil= 0 %) im Zielquadranten verbrachten (Abb. 22 C, D). 
Die anschließende Umkehrphase zeigte nur am ersten Tag ein leichtes Lerndefizit der Rad54-/- 
Mäuse. So benötigten sie 41 % mehr Zeit um die Plattform zu erreichen, als die Wildtyptiere (Rad54-/-
= 73,7±8,5 s, WT= 43,4±8,2 s) (Abb. 23 A). Zudem setzten die Rad54-/- Tiere am ersten Tag der 
Umkehrphase 52 % weniger räumliche Suchstrategien ein als die Wildtyptiere (Rad54-/-= 25±7,2 %, 
WT= 52,5±6,9 %, p= 0,079) (Abb. 23 B). 
 
Abbildung 23: Fast identisches Lernverhalten der an E14.5 500 mGy bestrahlten Rad54-/- und Wildtyptiere während der 
Umkehrphase des MWM-Tests. 
(A) Lernkurven der Rad54-/- und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mäuse um die Plattform zu 
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz räumlicher Suchstrategien während der Umkehrphase des MWM-Tests. (C, D) 
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Probetest der Umkehrphase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (NO). Pfeile weisen 
Tiere aus, die überdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchschnittlich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht 
haben, mit den dazugehörigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stellen verweisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue 
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) ermittelt, p> 0,1234 (ns), p< 0,0332 (*). Rad54-/- E14.5 
500 mGy n= 9, WT E14.5 500 mGy n= 10. 
Das Lerndefizit der Rad54-/- Mäuse überdauerte allerdings nur den ersten Tag der Umkehrphase. Ab 
dem zweiten Tag erreichten die 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Mäuse das Niveau der 500 mGy 
bestrahlten Wildtyptiere. Am sechsten Tag zum Probeversuch, hielten sich die Rad54-/- Tiere sogar 
signifikant länger im Zielquadranten auf als die Wildtyptiere (Rad54-/-= 56,1±4,3 %, WT= 42±2,7 %) 
(Abb. 23 C). Alle Tiere der Rad54-/- Gruppe favorisierten deutlich den nordöstlichen Zielquadranten, 
wobei einige Tiere gezielter nach der Plattform suchten (roter Pfeil) und einige Tiere weniger gezielt 
(blauer Pfeil) (Abb. 23 D). Wie schon die Ergebnisse der an E14.5 sham bestrahlten Tiere vermuten 
ließen, wiesen auch die Daten der 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere daraufhin, dass die Rad54-/- 
Mäuse eine besondere Beeinträchtigung, im Einsatz der geeigneten Suchstrategie und der 
Bestimmung der genauen Plattformposition, hatten. 
Insgesamt zeigte der Vergleich der an E14.5 sham bzw. 500 mGy bestrahlten Rad54-/- und 
Wildtyptiere, dass weder die Deletion des Reparaturproteins Rad54 noch die Röntgenbestrahlung 
einen Einfluss auf die motorische Entwicklung oder die Entwicklung eines normalen 
Explorationsverhaltens bei den Tieren hatte. Allerdings bewirkte die Deletion des Reparaturproteins 
Rad54 eine erhebliche Beeinträchtigung des räumlichen Denkvermögens in den Mäusen. Eine ebenso 
große Beeinträchtigung des räumlichen Denkvermögens löste auch die 500 mGy Bestrahlung an 
E14.5 bei den Wildtyptieren aus. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass ein defektes DNS-
Reparatursystem die gleichen Auswirkungen auf das Lernverhalten haben kann, wie eine 
niedrigdosierte Röntgenbestrahlung zum E14.5 Stadium. 
Um diese Hypothese zu überprüfen wurden ebenso die Rad54-/- und Wildtyptiere miteinander 
verglichen, die zum frühen postnatalen Entwicklungsstadium sham bzw. mit 500 mGy bestrahlt 
wurden. 
4.3.4.4 Vergleich der an p10 sham bestrahlten Wildtyp- und Rad54-/- Tiere im MWM-Test 
Die initiale Phase des MWM-Tests deckte ein signifikantes Lerndefizit bei den an p10 sham 
bestrahlten Rad54-/- Tieren auf. So benötigten die Tiere ab dem zweiten bis zum fünften Tag der 
initialen Phase mindestens doppelt so viel Zeit um die Plattform zu erreichen, als die an p10 sham 
bestrahlten Wildtyptiere (Tag 2: Rad54-/-= 83,5±8,8 s, WT= 37,2±4 s, Tag 3: Rad54-/-= 89,1±9,5 s, WT= 
26,3±8,4 s, Tag 4: Rad54-/-= 61,8±11 s, WT= 27,4±8,7 s, Tag 5: Rad54-/-= 59,6±13,3 s, WT= 23,9±4,3 s) 
(Abb. 24 A). Die signifikanten Beeinträchtigungen im Auffinden der Plattform standen im engen 
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Zusammenhang mit dem fehlenden Einsatz von räumlichen Suchstrategien bei den Rad54-/- Mäusen. 
So setzten z.B., die Rad54-/- Tiere am zweiten Tag der initialen Phase viermal weniger räumliche 
Suchstrategien ein als die Wildtyptiere (Rad54-/-= 17,5±6,5 %, WT= 70±5 %). Selbst am fünften Tag 
setzten die Rad54-/- Tiere 37,5 % weniger räumliche Suchstrategien ein als die Wildtyptiere (Rad54-/-= 
47,5±12,1 %, WT= 85±4,1 %) (Abb. 24 B). 
 
Abbildung 24: Stark beeinträchtigtes Lernverhalten der an p10 sham bestrahlten Rad54-/- Tiere während der initialen 
Phase des MWM-Tests. 
(A) Lernkurven der Rad54-/- und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mäuse um die Plattform zu 
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz räumlicher Suchstrategien während der initialen Phase des MWM-Tests. (C, D) 
Probetest der initialen Phase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (SW). Pfeile weisen 
Tiere aus die überdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchschnittlich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht 
haben, mit den dazugehörigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stellen verweisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue 
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) ermittelt; p> 0,1234 (ns), p< 0,0332 (*), p< 0,0021 (**), 
p< 0,0002 (***), p≤ 0,0001 (****). Rad54-/- p10 sham n= 10, Wildtyp p10 sham n= 10. 
Erst zum Probeversuch am sechsten Tag der initialen Phase, konnten keine signifikanten 
Unterschiede mehr zwischen Wildtyp- und Rad54-/- Mäusen ausgemacht werden. Beide Gruppen 
hielten sich überwiegend im Zielquadranten auf (Rad54-/-= 35,4±6,5 %, WT= 42±4,3 %). Wobei wieder 
eine große Streuung in der Gruppe der Rad54-/- Tiere ausgemacht werden konnte. So gab es Tiere die 
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überdurchschnittlich viel Zeit (roter Pfeil= 64 %), und Tiere die unterdurchschnittlich wenig Zeit 
(blauer Pfeil= 7,4 %) im Zielquadranten verweilten (Abb. 24 C, D). 
Die anschließende Umkehrphase des MWM-Tests deckte ein anfängliches Lerndefizit der Rad54-/- 
Tiere auf, welches sich im Laufe der Trainingsphase aufhob. So benötigten die Rad54-/- Tiere in den 
ersten zwei Tagen der Umkehrphase signifikant mehr Zeit die Plattform zu erreichen, als die 
Wildtyptiere (Tag 1: Rad54-/-= 96,5±11,1 s, WT= 54,1±11,1 s; Tag 2: Rad54-/-= 68,3±15,6 s, WT= 
26,7±9 s) (Abb. 25 A). Auch der Einsatz von räumlichen Suchstrategien war bei den Rad54-/- Tieren in 
den ersten drei Tagen signifikant reduziert (Tag 1: Rad54-/-= 12,5±6,7 %, WT= 47,5±10,8 %, Tag 2: 
Rad54-/-= 37,5±14,6 %, WT= 80±7,3 %, Tag 3: Rad54-/-= 45±8,2 %, WT= 80±11,7 %) (Abb. 25 B). 
 
Abbildung 25: Anhaltendes beeinträchtigtes Lernverhalten der an p10 sham bestrahlten Rad54-/- Mäuse während der 
Umkehrphase des MWM-Tests. 
(A) Lernkurven der Rad54-/- und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mäuse um die Plattform zu 
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz räumlicher Suchstrategien während der Umkehrphase des MWM-Tests. (C, D) 
Probetest der Umkehrphase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (NO). Pfeile weisen 
Tiere aus, die überdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchschnittlich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht 
haben, mit den dazugehörigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stellen verweisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue 
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem Sidak-
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Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) ermittelt; p> 0,1234 (ns), p< 0,0332 (*), p< 0,0021 (**). 
Rad54-/- p10 sham n= 10, Wildtyp p10 sham n= 10. 
Während des Probeversuches der Umkehrphase konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen 
den Gruppen ausgemacht werden. Sowohl die Rad54-/- als auch die Wildtypmäuse hielten sich 
überwiegend im Zielquadranten auf (Rad54-/-= 49,4±6,7 %, WT= 47,2±3,8 %). Auch am letzten Tag der 
Umkehrphase gab es Tiere unter den Rad54-/- Mäusen, die überdurchschnittlich viel Zeit (roter 
Pfeil= 78,7 %) bzw. unterdurchschnittlich wenig Zeit (blauer Pfeil= 29,3 %) im nordöstlichen 
Zielquadranten verbrachten (Abb. 25 C, D). 
4.3.4.5 Vergleich der an p10 500 mGy bestrahlten Wildtyp- und Rad54-/- Tiere im MWM-Test 
Die initiale Phase des MWM-Tests zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den an p10 
500 mGy bestrahlten Wildtyp- und Rad54-/- Tieren. Die Zeiten des Erreichens der Plattform waren in 
beiden Gruppen sehr ähnlich. So benötigten beispielsweise die Rad54-/- Tiere am zweiten Tag der 
initialen Phase im Mittel 94,8±11 Sekunden um die Plattform zu finden, die Wildtyptiere 71,4±9 s. 
Am fünften Tag der initialen Phase waren, in beiden Gruppen, die durchschnittlichen Zeiten zum 
Erreichen der Plattform, fast identisch (Rad54-/-= 58,6±14,5 s, WT= 59,6±11,8 s) (Abb. 26 A). 
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Abbildung 26: Fast identisches Lernverhalten der an p10 500 mGy bestrahlten Rad54-/- und Wildtyptiere während der 
initialen Phase des MWM-Tests. 
(A) Lernkurven der Rad54-/- und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mäuse um die Plattform zu 
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz räumlicher Suchstrategien während der initialen Phase des MWM-Tests. (C, D) 
Probetest der initialen Phase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (SW). Pfeile weisen 
Tiere aus, die überdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchschnittlich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht 
haben, mit den dazugehörigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stellen verweisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue 
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten 
Unterschiede mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) festgestellt werden; p> 0,1234 
(ns). Rad54-/- p10 500 mGy n= 10, Wildtyp p10 500 mGy n= 12. 
Die Wahl der Suchstrategien unterschied sich zwischen den Wildtyp- und Rad54-/- Tieren ebenfalls 
nicht signifikant. Bis zum fünften Tag setzten weder die Wildtyp-, noch die Rad54-/- Mäuse im Schnitt 
mehr als 54,2 % räumliche Suchstrategien ein um die Plattform zu erreichen (Tag 5: Rad54-/-
= 40±13,5 %, WT= 54,2±9 %) (Abb. 26 B). Auch am letzten Tag der initialen Phase konnten keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt. Sowohl Rad54-/- als auch Wildtyptiere 
verbrachten im Mittel, auffällig wenig Zeit im Zielquadranten (Rad54-/-= 34,6±6,6 %, WT= 19±4,3 %) 
(Abb. 26 C). Wobei auch hier ein Tier innerhalb der Rad54-/- Gruppe überdurchschnittlich viel Zeit im 
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Zielquadranten verbrachte (roter Pfeil= 77,4 %) und ein Tier unterdurchschnittlich wenig Zeit (blauer 
Pfeil= 8,1 %), Dessen Schwimmpfad verwies zudem auf eine thigmotaktische Verhaltensweise 
(Abb. 26  D – vgl. Abb. 8). 
Die anschließende Umkehrphase deckte ebenfalls keine Unterschiede im Lernverhalten zwischen 
500 mGy bestrahlten Rad54-/- und gleichbehandelten Wildtyptieren auf (Abb. 27). 
 
Abbildung 27: Fast identisches Lernverhalten der an p10 500 mGy bestrahlten Rad54-/- und Wildtyptiere während der 
Umkehrphase des MWM-Tests. 
(A) Lernkurven der Rad54-/- und Wildtyptiere; aufgetragen sind die mittleren Zeiten der Mäuse um die Plattform zu 
erreichen. (B) Durchschnittlicher Einsatz räumlicher Suchstrategien während der Umkehrphase des MWM-Tests. (C, D) 
Probetest der Umkehrphase. (C) Streudiagramm der Aufenthaltszeiten der Tiere im Zielquadranten (NO). Pfeile weisen 
Tiere aus die überdurchschnittlich viel (rot) bzw. unterdurchschnittlich wenig (blau) Zeit im Zielquadranten verbracht 
haben, mit den dazugehörigen Schwimmpfaden (D), rot markierte Stellen verweisen auf eine lange Aufenthaltszeit, blaue 
Stellen auf eine kurze. (A - C) Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Es konnten keine signifikanten 
Unterschiede mit dem Sidak-Mehrfachvergleichstest (A, B) und dem ungepaarten t-Test (C) festgestellt werden; p≥ 0,1234 
(ns). Rad54-/- p10 500 mGy n= 10, Wildtyp p10 500 mGy n= 12. 
Sowohl der Verlauf der Lernkurven als auch der Einsatz an räumlichen Suchstrategien unterschied 
sich über den fünftägigen Zeitraum der Umkehrphase nicht zwischen den Gruppen. So erreichten z.B. 
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die Rad54-/- Tiere die Plattform am zweiten Tag im Schnitt in 54,6±12,8 s und setzten dabei 
42,5±11,8 % räumliche Suchstrategien ein, die Wildtyptiere benötigten am gleiche Tag 47,3±9,7 s um 
die Plattform zu erreichen und wählten im Schnitt 58,3±8,3 % räumliche Suchstrategien (Abb. 27 A, 
B). 
Im Probeversuch konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und Rad54-/- 
Tieren ausgemacht werden. Beide Gruppen hielten sich durchschnittlich gleich lang im nordöstlichen 
Zielquadranten auf (Rad54-/-= 46,6±4,6 %, WT= 46,2±3,3 %). Obwohl es auch hier Tiere aus der 
Rad54-/- Gruppe gab, die viel Zeit (roter Pfeil= 68,6 %) und Tiere die wenig Zeit (blauer Pfeil= 25,8%) 
im Zielquadranten verbrachten, blieb eine große Streuung um den Mittelwert, wie es im 
Probeversuch der initialen Phase der Fall war, aus (vgl. Abb. 26 C mit 27 C). 
Der Vergleich der an p10 sham bestrahlten Wildtyp- und Rad54-/- Tiere deckte ein signifikantes 
Lerndefizit in der Gruppe der Rad54-/- Tiere auf. Dieses Lerndefizit äußerte sich in einer erhöhten Zeit 
die versteckte Plattform im MWM auszumachen und den stark reduzierten Einsatz an räumlichen 
Suchstrategien. Diese Beobachtungen deckten sich mit den Ergebnissen der an E14.5 sham 
bestrahlten Rad54-/- Tiere. Auch die an E14.5 sham bestrahlten Rad54-/- Tiere zeigten ein starkes 
Lerndefizit im Vergleich zu den gleichbehandelten Wildtyptieren. Die Ergebnisse unterstützen die 
Hypothese, dass die Deletion des Reparaturproteins Rad54 zu einer beeinträchtigten 
Gedächtnisleistung in den Mäusen führte. Das Ausmaß dieser beeinträchtigten Gedächtnisleistung 
war vergleichbar mit der Beeinträchtigung, welche durch Niedrigdosisstrahlung in Wildtyptieren 
ausgelöst wurde. So glichen sich die Lernkurven der an p10 500 mGy bestrahlten Wildtyptieren mit 
den der an p10 500 mGy bestrahlten Rad54-/- Tiere. Die gleichen Ergebnisse konnten bei den an 
E14.5 500 mGy bestrahlten Wildtyp- und Rad54-/- Mäusen festgestellt werden. 
Interessanterweise potenzierte sich der Effekt, des verringerten Denkvermögens durch die 
Niedrigdosisbestrahlung, in den Rad54-/- Tieren nicht. Um herauszufinden ob die Deletion des 
Reparaturproteins Rad54-/- selbst zu einem veränderten morphologischen Aufbau des Hippocampus 
führte und diese Veränderungen Grund für die verminderte Lernfähigkeit der Tiere waren, wurden 
im Folgenden histologische Untersuchungen des Hippocampus durchgeführt. 
4.3.5 Histologische Analyse der DCX positiven Zellen im Gyrus dentatus der Wildtyp- und Rad54-/- 
Tiere 
Das räumliche Gedächtnis wird gebildet und verschaltet im Hippocampus107. Insbesondere der Gyrus 
dentatus spielt innerhalb des Hippocampus, bei der Integration junger Neurone in das vorhandene 
neuronale Netzwerk, eine entscheidende Rolle. Während der adulten Neurogenese migrieren junge 
 
107 Tulving und Markowitsch 1998; Eichenbaum 2004; Buzsáki und Moser 2013. 
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Neurone in den Gyrus dentatus und bilden sich dort zu reifen Neuronen aus. Dieser Prozess wird 
verstärkt und ist gleichzeitig essentiell für das Lernen und die Gedächtnisbildung108. Aufgrund dessen 
wurden Kryostatschnitte der Hippocampi-Region der Rad54-/- Tiere angefertigt und die Anzahl junger 
Neurone, welche exklusiv das Mikrotubuli-assoziierte Protein Doublecortin (DCX) exprimieren, in den 
Gyrus dentati bestimmt. 
 
Abbildung 28: Naive Rad54-/- Tiere exprimierten signifikant weniger DCX positive Zellen als Wildtyptiere. 
(A) Nissl Färbung Hippocampi einer Rad54-/- Maus im Bregma Bereich -1,34 (links) und -2,46 (rechts). Der Maßstab 
entspricht 500 µm. (B) Immunfluoreszenzfärbung eines Gyrus dentatus einer naiven Rad54-/- Maus. Doublecortin ist in Rot, 
Hoechst33342 in Blau dargestellt. Der Maßstab im Vollbild beträgt 100 µm, im Ausschnitt 25 µm. (C) Durchschnittliche 
Anzahl DCX positiver Zellen/ Gyrus dentatus/ Schnitt. Rad54-/- n= 4 Tiere (pro Tier 8-10 Gyrus dentati), Wildtyp n= 8 Tiere 
(pro Tier 8-10 Gyrus dentati). Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Die Signifikanz wurde über den 
ungepaarten t-Test ermittelt, p< 0,0021 (**). 
Die Analyse der Gyrus dentati der naiven Rad54-/- und Wildtypmäuse ergab eine signifikante 
Reduktion an DCX positiven Zellen in den Rad54-/- Tieren. Während die Wildtyptiere im Mittel 
53,1±4,7 DCX (+) Zellen pro Gyrus dentatus und Schnitt exprimierten, waren es bei den Rad54-/- 
Tieren nur 31,9±2,3 DCX (+) Zellen (Abb. 28 C). 
 
108 Gonçalves et al. 2016; Deng et al. 2010; Alam et al. 2018. 
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Selbst ohne Strahlenbelastung wiesen die Rad54-/- Tiere eine signifikante Reduktion an jungen 
Neuronen im Hippocampus auf. Um die Auswirkung der Niedrigdosisbestrahlung auf die Anzahl der 
DCX positiven Zellen zu untersuchen wurden ebenfalls Kryostatschnitte der an p10 und E14.5 
500 mGy bestrahlten Rad54-/- und Wildtyptiere angefertigt. Aus Abbildung 29 A geht hervor, dass 
eine Niedrigdosisbestrahlung zu den Entwicklungszeitpunkten E14.5 und p10 eine Reduktion der DCX 
positiven Zellen, in den Rad54-/- und Wildtyptieren zur Folge hatte. Allerdings war die 
strahleninduzierte Reduktion der jungen Neuronen in den Rad54-/- Mäusen unabhängig vom 
Entwicklungsstadium. Im Gegensatz zu der Reduktion der jungen Neuronen in den Wildtyptieren: Die 
Reduktion an DCX positiven Zellen war nach einer Niedrigdosisbestrahlung zum E14.5 Stadium 
signifikant höher als die Reduktion an Zellen im p10 Stadium (Abb. 29 B). 
 
Abbildung 29: Bestrahlungszeitpunkt hatte keinen Einfluss auf die Anzahl der DCX positiven Zellen in Rad54-/- Mäusen. 
Relative Veränderung der Anzahl DCX positiver Zellen pro Gyrus dentatus und Schnitt der E14.5 und p10 500 mGy 
bestrahlten Rad54-/- (A) und Wildtyp Tiere (B). Rad54-/- E14.5 500 mGy n=4 (pro Tier 8-10 Gyrus dentati), p10 500 mGy n= 4 
(pro Tier 8-10 Gyrus dentati), Wildtyp E14.5 500 mGy n= 6 (pro Tier 8-10 Gyrus dentati), p10 500 mGy n= 3 (pro Tier 8-10 
Gyrus dentati). Abweichungen vom Mittelwert entsprechen dem SEM. Signifikanzen wurden mit dem ungepaarten t-Test 
ermittelt, p> 0,1234 (ns); p< 0,0332(*). 
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4.4 Diskussion Kap I 
Zielsetzung dieses Kapitels war es herauszufinden, ob eine defekte DNS DSB-Reparatur den negativen 
Effekt der Niedrigdosisbestrahlung auf die kognitive Entwicklung weiter verstärken würde. Hinweise 
auf eine durch Niedrigdosisbestrahlung beeinträchtigte kognitive Entwicklung konnten sowohl in in 
vivo Experimenten, als auch in epidemiologischen Studien gefunden werden. So konnten Hall und 
Kollegen in einer groß angelegten Studie 2004 herausfinden, dass schwedische Jungen, die im frühen 
Kleinkindalter eine Strahlentherapie gegen cutaneous hemangioma am Kopf erhalten hatten, 
kognitive Auffälligkeiten im Alter von 18 bzw. 19 Jahren aufwiesen. So waren Lernfähigkeit und 
logisches Denken beeinträchtigt109. Beeinträchtigungen im Denkvermögen erlitten auch Kinder, die 
zwischen 1950 und 1960 in Israel in Folge einer tinea capitis Erkrankung mit einer 
Niedrigdosisbestrahlung am Kopf behandelt worden waren110. Eriksson und Kollegen beobachteten in 
2 bzw. 4 Monate alten Mäusen eine Veränderung im spontanen Verhalten, nachdem diese im frühen 
postnatalen Stadium mit 500 mGy bestrahlt wurden111. Auch Axel Klink analysierte das Verhalten von 
Wildtypmäusen (C57BL/J6) im Alter von 2 Monaten, nachdem diese zu den Entwicklungszeitpunkten 
E14.5 oder p10 mit niedrigdosierter Röntgenstrahlung bestrahlt wurden. Bei einer Dosis von 
500 mGy zeigen die adulten Tiere signifikante Defizite im räumlichen Lernen112. Besonders in 
kritischen Entwicklungsphasen wie dem Embryonalstadium, in welchem das gesamte neuronale 
System stark proliferiert und gleichzeitig angelegt wird113, oder im frühen postnatalen Stadium, in 
welchem das Gehirn weiter expandiert, Gliogenese und dendritische Auswüchse ihren Höhepunkt 
erreichen114, ist das neuronale Netzwerk radiosensitiv115. Da DNS DSBs die folgenreichsten Schäden 
darstellen, die in der Zelle durch Röntgenbestrahlung auftreten, ist eine intakte DNS-
Schadensantwort von enormer Bedeutung. Insbesondere stark proliferierende Zellen sind auf eine 
fehlerfreie Reparatur strahleninduzierter DNS DSBs angewiesen, da sie ihr gesamtes Genom 
transkribieren müssen. Nicht oder fehlerhaft reparierte Brüche führen zu entarteten oder 
apoptotischen Zellen116. Eine komplett fehlerfreie Reparatur kann nur über die HR gewährleistet 
werden. Daher war die Hypothese, dass ein HR-reparaturdefizientes System wie das Rad54-/- 
Mausmodell die Effekte der Niedrigdosisbestrahlung potenzieren würde. Tatsächlich konnten aber 
 
109 Hall et al. 2004. 
110 Ron et al. 1982. 
111 Eriksson et al. 2016. 
112 BNA 2017 Festival of Neuroscience: Abstract Book 2017; Laura Trundle | Fusion Conferences. 
113 Semple et al. 2013. 
114 Semple et al. 2013; Eriksson 1997. 
115 Otake und Schull 1984; Santis et al. 2007; Otake und Schull 1998; Yoshimaru et al. 1995. 
116 Jackson 2002. 
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keine signifikanten Unterschiede zwischen den 500 mGy und sham bestrahlten Rad54-/- Tieren im 
MWM-Test festgestellt werden (s. Abb. 11 - 18). Stattdessen stellte sich heraus, dass schon die sham 
bestrahlten Rad54-/- Tiere im Vergleich zu den sham bestrahlten Wildtyptieren ein signifikantes 
Lerndefizit in der initialen Phase des MWM-Tests aufweisen (s. Abb. 20, 24). 
4.4.1 Der Verlust des Rad54-Proteins führt zu Defekten in der adulten Neurogenese 
Eine funktionierende DNS-Reparatur ist ausschlaggebend für eine normale Entwicklung. Nicht 
reparierte Brüche und Mutationen zum Zeitpunkt der frühen Entwicklung, können enorme Effekte 
auf das sich entwickelnde Nervensystem haben117. So ist die schwere Nervenkrankheit Ataxia 
teleangiectasia (AT), welche mit Bewegungs- und Sprachstörungen einhergeht, auf eine Mutation in 
der Serin/Threonin-Kinase ATM zurückzuführen118. Die ATM Kinase koordiniert die DNS DSB-
Reparatur119. Der Verlust des Kernproteins LIG4 (DNS-Ligase 4) des NHEJ-Reparaturweges, führt 
hingegen zum LIG4 Syndrom, bei welchem Mikrozephalie ein Hauptsymptom ist120. Das 
Reparaturprotein Rad54 spielt während der HR eine wichtige Rolle. Es interagiert direkt mit dem 
überlebenswichtigen Reparaturprotein Rad51121. Es stimuliert dessen Aktivität122 und sorgt ebenso 
für dessen Wiederaufbereitung123. 
Der spezifische Reparaturweg der HR ist besonders während der embryonalen Neurogenese wichtig. 
Zu diesem Entwicklungszeitpunkt befindet sich der Großteil der Zellen in einem Zustand, der sich 
durch schnelle und häufige Proliferation auszeichnet124. Durch den ständigen Eintritt in den 
Zellzyklus, steht verhältnismäßig häufig ein Schwesterchromatid als Template für die Reparatur von 
DNS DSBs zur Verfügung. Dies ist Ausschlagkriterium für die Vermeidung von fehlerhaft reparierten 
Brüchen, die zur Apoptose oder zu Mutationen führen können125. Eine fehlerhafte DNS-Reparatur 
kann bis zum späten adulten Stadium verheerende Auswirkungen haben. So schreiten im Falle der 
Nervenkrankheit AT die neurologischen Schäden im Laufe der Entwicklung immer mehr voran: 
beginnend mit Sprachstörungen im frühen Kindesalter, treten im Alter zunehmend motorische 
Beeinträchtigungen auf126. Ebenso korreliert die erst im fortgeschrittenen Alter aufkommende 
 
117 McKinnon 2013. 
118 Biton et al. 2008; Shiloh und Ziv 2013. 
119 Bakkenist und Kastan 2003; Wang et al. 2016. 
120 O'Driscoll et al. 2001. 
121 Raschle et al. 2004. 
122 Petukhova et al. 1998. 
123 Solinger et al. 2002. 
124 Takeuchi und Nakamura 2014. 
125 Ranjha et al. 2018; Rothkamm et al. 2003b. 
126 Nissenkorn und Ben-Zeev 2015; Crawford 1998. 
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neurodegenerative Krankheit Alzheimer mit einer Reduktion der NHEJ-Effektivität und einer 
Akkumulation von DNS DSBs in Neuronen127. Auch die Lewy-Körper-Demenz korreliert mit einer 
Akkumulation von DSBs in Neuronen128. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust des Reparaturproteins Rad54 zu einer 
Beeinträchtigung des räumlichen Denkvermögens in adulten Mäusen führt. Diese Beeinträchtigung 
im Denkvermögen zeigen Wildtypmäuse im gleichen Ausmaß, nachdem sie zu den 
Entwicklungszeitpunkten E14.5 und p10 mit 500 mGy Röntgenstrahlung bestrahlt worden sind (s. 
Abb. 22, 26). Offensichtlich führt eine Störung der Neurogenese während sensiblen Phasen, sei es 
nun extern durch Röntgenbestrahlung oder intern durch Mutationen in Proteinen der HR, zu 
Defiziten in der Hirnentwicklung. 
Im Fall der Niedrigdosisbestrahlung und dem knock out des Proteins Rad54 manifestierte sich die 
gestörte Hirnentwicklung in Form einer spezifischen Beeinträchtigung des räumlichen 
Denkvermögens. Der Hippocampus spielt eine zentrale Rolle bei der Verschaltung und Verarbeitung 
von Informationen, die für das räumliche Orientieren und Navigieren unerlässlich sind129. Dabei soll 
die adulte Neurogenese einen entscheidenden Beitrag leisten130. Bei der adulten Neurogenese 
migrieren Stammzellen aus der subgranulären Zone in den Gyrus dentatus und differenzieren dabei 
zu jungen Neuronen131. Diese jungen Neurone, die exklusiv das Protein Doublecortin (DCX) 
exprimieren132, verstärken durch ihre spezifischen Eigenschaften den Lernprozess und die 
Gedächtnisbildung133. Tatsächlich zeigten die Rad54-/- Tiere eine signifikante Reduktion an DCX 
positiven Zellen im Vergleich zu den Wildtyptieren. Gleichzeitig wiesen auch die an E14.5 und p10 mit 
500 mGy bestrahlten Wildtypmäuse eine Reduktion der jungen Neurone im GD auf. 
Ein möglicher Zusammenhang zwischen dem Verlust an jungen Neuronen im Hippocampus und einer 
Beeinträchtigung des räumlichen Lernverhaltens wurde schon zuvor diskutiert. So wiesen Rola und 
Kollegen in C57BL/6J-Mäuse nach, dass eine 500 mGy Bestrahlung im Alter von 21 Tagen zu einem 
starken Lerndefizit im Alter von 3 Monaten führt. Das beeinträchtige räumliche Denkvermögen ging 
gleichzeitig mit einem signifikanten Neuronenverlust einher134. Verreet und Kollegen vermuten 
 
127 Boerrigter et al. 1992; Adamec et al. 1999; Markesbery und Lovell 2006. 
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ebenfalls einen Zusammenhang zwischen einer veränderten Hirnmorphologie und negativen 
Auswirkungen auf das räumliche Lernverhalten. C57BL/6J-Mäuse die im E11-Stadium mit 1 Gy 
bestrahlt wurden, zeigten 12 Wochen nach der Geburt ein verlangsamtes Lernverhalten im MWM-
Test. Vier Wochen nach Bestrahlung konnte ebenso eine Reduktion an SOX2 (engl. sex determining 
region Y-box2 = Stammzellmarker) positiven Zellen und proliferierenden Zellen (KI67= 
Proliferationsmarker) festgestellt werden135. Des Weiteren konnten kürzlich Zanni und Kollegen 
zeigen, dass die Bestrahlung von 21 Tage alten C57BL/6-Mäusen mit 4 Gy, 56 Tage nach der 
Behandlung zu einer Reduktion der DCX-positiven Zellen im Gyrus dentatus führt. Gleichzeitig konnte 
ein Lerndefizit im MWM-Test ausgemacht werden136. 
4.4.2 Die adulte Neurogenese ist ausschlaggebend für komplexes räumliches Lernen 
Der Hippocampus ist der Ort der Fusion, Aneignung und Speicherung des deklarativen 
Gedächtnisses137. Dies beinhaltet die Fähigkeit, Ereignisse in einer zeitlichen oder kontextabhängigen 
Reihenfolge zu ordnen, zu speichern und wieder abzurufen, wenn es die Situation erfordert138. 
Zudem tragen die Verschaltungen des Hippocampus dazu bei, ein Abbild der äußeren Umwelt als 
innere kognitive Karte zu erstellen139. Durch diese ist eine räumliche Orientierung und Navigation in 
der Umgebung erst möglich140. Es können zwei Arten der Navigation unterschieden werden: die 
egozentrische und die allozentrische Navigation. Während die egozentrische Navigation interne 
Informationen wie die Rückkopplung von Beinbewegungen, die eingesetzte Geschwindigkeit und die 
eingeschlagene Richtung bzw. Richtungsänderungen vereint und dem dorsalen Striatum und 
umliegenden Strukturen zugeschrieben wird141, ist die allozentrische Navigation von entfernten 
Orientierungspunkten abhängig, die im Verhältnis zu anderen Orientierungspunkten Informationen 
zum aktuellen Aufenthaltsort des Organismus enthalten. Diese Art der Navigation ist vom 
Hippocampus und dem entorhinalen Kortex abhängig142. Mit Hilfe elektrophysiologischer Analysen 
konnten die so genannten Ortszellen im Hippocampus ausgemacht werden143. Diese Zellen reagieren 
auf unterschiedliche Umgebungen und formen somit ein Abbild als innere kognitive Karte144. 
 
135 Verreet et al. 2015. 
136 Zanni et al. 2019. 
137 Abel und Lattal 2001. 
138 Squire und Zola 1996. 
139 O'Keefe und Nadel 1978. 
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Gitterzellen aus dem entorhinalen Kortex vergrößern durch ihre Signalmuster diese Karte145. Im 
Zusammenspiel mit Grenzzellen und Kopfrichtungszellen entsteht schließlich Orientierung im 
Raum146. Orientierung basiert somit auf der hochkomplexen Integration Verschaltung von externen 
und internen Informationen, die verarbeitet, gespeichert und zu gegebener Zeit wieder abgerufen 
werden müssen. Dieses räumliche Lernen und die Gedächtnisbildung werden in Mäusen häufig mit 
Hilfe des MWM-Tests überprüft147. 
Vorteil des MWM-Tests ist, dass gezielt die allozentrische Navigation angesprochen wird148. Durch 
den Mangel an proximal gelegenen Hinweisen und fehlenden Geruchsspuren sind die getesteten 
Mäuse auf distale Orientierungspunkte (= Symbole an den Wänden: s. Kapitel 4.2.6) angewiesen, um 
die versteckte Plattform zu finden und so aus dem Maze zu entkommen. Der Entwickler des MWM-
Tests konnte zeigen, dass Läsionen am Hippocampus zu einer stark beeinträchtigen allozentrischen 
Navigation führen149. In den darauffolgenden Jahren konnte in einer Vielzahl von Studien 
demonstriert werden, dass auf unterschiedliche Weise hervorgerufene Schädigungen des 
Hippocampus (Gen-Mutationen von Rezeptoren, pharmakologische Inhibition der Signalübertragung 
des neuronalen Netzwerkes, etc.) zu Defekten im Lernen und in der Gedächtnisbildung führen150. In 
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Deletion des Reparaturproteins Rad54 und 
der damit einhergehende Verlust an jungen Neuronen im Gyrus dentatus zu einer erheblichen 
Beeinträchtigung des räumlichen Denkvermögens führt. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass 
eine defizitäre adulte Neurogenese die räumliche Orientierung und das räumliche Gedächtnis negativ 
beeinflusst. 
Im adulten Stadium, zeichnen sich neu generierte Neurone, die als Stammzellen aus der 
subgranulären Zone in den Gyrus dentatus einwandern, durch ihre besonders hohe Erregbarkeit 
aus151. Sie reagieren auf unterschiedliche Stimuli152, bauen schnell neue synaptische Verbindungen zu 
Zellen aus anderen Hirnregionen wie dem Hilus und der CA3 Region aus153 und weisen zusätzlich 
einen besonders niedrigen Schwellenwert auf, um Langzeitpotenzierungen (LTPs) auszulösen154. 
 
145 Moser et al. 2014. 
146 Sargolini et al. 2006. 
147 D'Hooge und Deyn 2001. 
148 Brandeis et al. 1989. 
149 Morris et al. 1986; Morris et al. 1990. 
150 Moser et al. 1998; Burgess et al. 2002; Penner und Mizumori 2012; Buzsáki und Moser 2013. 
151 Mongiat et al. 2009. 
152 Ge et al. 2006; Tashiro et al. 2006. 
153 Nicoll und Schmitz 2005. 
154 Frey und Morris 1997. 
 
Kapitel I  65 
Aufgrund dieser außergewöhnlichen Eigenschaften wird angenommen, dass junge Neurone die 
kognitive Flexibilität beim Lernen erhöhen155, temporäre Informationen in Gedächtnisinhalte 
umwandeln156 und die Balance zwischen Musterintegration und -trennung aufrechterhalten157. 
Allerdings beruhen diese Informationen auf computergestützten Modellen. Die tatsächlichen 
Aufgaben junger Neurone während des Lernens und der Gedächtnisbildung sind weitestgehend noch 
unklar. Clelland und Kollegen konnten allerdings zeigen, dass eine Ablation der hippocampalen 
Neurogenese zu einer spezifischen Beeinträchtigung der räumlichen Musterintegration und -
trennung führt. In ihren Experimenten äußerte sich dies dadurch, dass die Mäuse Schwierigkeiten 
hatten, zwei ähnliche Gedächtnisinhalte (= z.B. zwei ähnliche Muster) voneinander zu 
unterscheiden158. Darüber hinaus konnten Creer und Kollegen zeigen, dass eine verstärkte 
Neurogenese, ausgelöst durch freiwillige physische Aktivität, zu einer Verbesserung der 
Musterintegration und -trennung führt159. Die Trennung von ähnlichen räumlichen 
Gedächtnisinhalten ist ebenso beim erfolgreichen Lernen während des MWM-Tests wichtig. Da die 
Versuchstiere aufgrund der häufigen Änderung der Startposition das Wasserbecken aus vielen 
verschiedenen, aber sehr ähnlichen Blickrichtungen erfahren, müssen sie ihre Position im Raum aus 
den distalen Orientierungspunkten (= Hinweise an den Wänden) ableiten. Nur so können sie eine 
Strategie entwickeln (= räumliche Suchstrategie), um erfolgreich die versteckte Plattform im Becken 
wiederzufinden. Tatsächlich zeigen die Arbeiten von Dupret und Garthe, dass die Ablation der 
Neurogenese besonders zu einem verminderten Einsatz von direkten räumlichen Suchstrategien 
führt. Die Mäuse waren fähig, die versteckte Plattform im MWM nach einer gewissen Trainingszeit zu 
erreichen, allerdings stark verzögert im Vergleich zu den Kontrolltieren. Ein Grund dafür war der 
seltene Einsatz direkter räumlicher Suchstrategien160. Der Gleiche Effekt trat bei den in dieser Arbeit 
untersuchten Rad54-/- Tieren auf. So waren diese Tiere zwar in der Lage, die Plattformposition 
auszumachen, benötigten im Vergleich zu den sham bestrahlten Wildtyptieren allerdings erheblich 
mehr Zeit, um die Plattform zu erreichen (s. Abb. 20 A). Auffällig ist auch hier, dass die Rad54-/- Tiere 
kaum räumliche Suchstrategien während der Trainingsphase entwickelten (s. Abb. 20 B). Garthe und 
Kollegen beobachteten zusätzlich eine fehlende Flexibilität beim Lernen in den Neurogenese-
defizitären Mäusen. Auch die Rad54-/- Tiere zeigten eine anfängliche Lernverzögerung während der 
Umkehrphase des MWM-Tests (Abb. 21 A, B). Offensichtlich sind die jungen Neuronen, welche 
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während der adulten Neurogenese in den Gyrus dentatus integriert werden, wichtig, um eine 
Interferenz zwischen bereits existierenden Repräsentationen der Umwelt und neuen repräsentativen 
Informationen der aktuellen Umgebung zu verhindern. Das heißt, die adulte Neurogenese ist wichtig, 
um neue Situationen zu erkennen, zu integrieren und gegebenenfalls bereits existierende 
Gedächtnisinhalte flexibel zu modifizieren. 
Insgesamt bedeutet dies, dass eine Orientierung im Raum durch eine verminderte adulte 
Neurogenese zwar möglich, die komplexe allozentrische Navigation jedoch stark beeinträchtigt ist. 
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5 Kapitel II: Auswirkungen strahleninduzierter DNS DSBs in neuronalen 
Zellen am murinen in vitro Modell 
5.1 Einleitung Kap II 
In vitro Zellsysteme spielen eine große Rolle in der Grundlagen- und klinischen Forschung. Dies ist 
dadurch begründet, dass sie in einer hohen Vielfältigkeit existieren, stabil kultiviert und relativ 
einfach manipuliert werden können. Kausale Zusammenhänge zwischen Ursache und Wirkung 
auszumachen, ist in einem reduzierten System weitaus einfacher als in einem sehr komplexen 
System, das von vielen äußeren Einflüssen mitbestimmt wird. Die Zelllinie J1 NSZ ist ein solches 
vereinfachtes Modellsystem der adulten Neurogenese. Generiert wurden die immortalisierten 
neuronalen Stammzellen aus pluripotenten embryonalen Mausstammzellen161. Es konnte gezeigt 
werden, dass diese Zelllinie stark der radialen Gliazelllinie, welche im adulten Gehirn in der 
subventrikulären und subgranulären Zone als adulte Stammzellen residieren, ähneln162. Sie sind in 
der Lage, sich symmetrisch zu teilen und selbst zu erneuern. Des Weiteren können sie durch 
Veränderung der Zellkulturbedingungen zu funktionalen Neuronen, Astrozyten und 
Oligodendrozyten differenziert werden163. 
5.1.1 Der NHEJ-Reparaturweg und das Reparaturprotein 53BP1 
DNS Doppelstrangbrüche (DSBs) sind die erheblichsten Schäden, die in der Zelle durch ionisierende 
Strahlung ausgelöst werden können164. Wenn ionisierende Strahlung auf die Zelle trifft, deponiert sie 
ihre Energie in derselben. Dabei werden Radikale entweder direkt an der DNS durch den Verlust 
eines Wasserstoffatoms oder in der direkten Umgebung der DNS durch die Radiolyse des Wassers 
erzeugt (Abb. 30 A). Hydroxylradikale, welche durch die Radiolyse gebildet werden, reagieren mit 
den Nukleotiden der DNS und bilden am Desoxyribose-Rückgrat Peroxid-Radikale, die in Form von 
Einzelstrangbrüchen zu chemisch stabilen Schäden führen165. Mehrere Einzelstrangbrüche in 
unmittelbarer Nähe führen wiederum zu Doppelstrangbrüchen166. Siddiqi und Bothe waren der 
Überzeugung, dass ein einziges Radikal genügt, um einen DSB auszulösen. Dabei soll das 
Desoxyribose-Radikal, welches durch die Reaktion mit einem Hydroxylradikal entstanden ist, eine 
Kettenreaktion auslösen: Die Reaktion des Sauerstoffatoms führt zur Bildung eines Peroxid-Radikals, 
 
161 Ying und Smith 2003. 
162 Doetsch 2003; Gonzalez-Perez und Quiñones-Hinojosa 2012. 
163 Conti et al. 2005. 
164 Ward 1988. 
165 Sonntag 1987. 
166 Ward 1985. 
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welches einen Einzelstrangbruch auslöst. Das freie Radikal, welches sich am Ende des gebrochenen 
Stranges gebildet hat, reagiert mit einem Wasserstoffatom der Desoxyribose des komplementären 
Stranges und bildet dabei ein neues Radikal, das irreversible Schäden im komplementären Strang 
hervorruft und somit einen zweiten Bruch und damit einen DSB zur Folge hat167. 
Die Zelle hat prinzipiell mehrere Mechanismen um Einzel- und Doppelstrangbrüche zu reparieren. Bei 
DSBs die durch ionisierende Strahlung ausgelöst wurden handelt es sich allerdings um komplizierte 
Brüche die entweder über die homologe Rekombination (engl.: homologous recombination, HR) oder 
die nicht-homologe-Endverknüpfung (engl.: non homologous end joining, NHEJ) repariert werden 
müssen. Der NHEJ-Weg ist fehleranfälliger als die HR, weil kein Schwesterchromatid als Template für 
die Reparatur genutzt werden kann. Für postmitotische Zellen wie reife Neuronen, Astrozyten und 
Oligodendrozyten, die nur noch auf den NHEJ-Weg zurückgreifen können, um ihre DNS DSBs zu 
reparieren, ist er dennoch essentiell für das Zellüberleben. 
Der klassische NHEJ-Weg kann in drei Phasen unterteilt werden, der Erkennung des DNS DSBs, 
dessen Prozessierung und anschließender Ligation (Abb. 30 B). In eukaryotischen Zellen erkennt das 
KU70/KU80-Heterodimer Bruchenden von DNS Molekülen und bindet mit einer starken Affinität an 
diesen168. Dabei werden die DNS Bruchenden in räumlicher Nähe gehalten und stabilisiert, damit 
keine weitere Translokation der Enden stattfindet169. Durch die Bindung an den DNS Enden, 
verändert sich ebenso die Konfirmation des KU-Komplexes, sodass es einerseits weitere 
Reparaturfaktoren rekrutiert und gleichzeitig als Gerüst für diese Faktoren dient170. Wichtige 
Reparaturfaktoren sind die Proteine ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia 
Telangiectasia and Rad3 related) und die DNA-PKcs (engl. DNA dependent protein kinase, catalytic 
subunit) die zur Familie der Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) gehören171. Wenn KU als Komplex mit 
einem DNS-Ende vorliegt, kann es die DNS-PKcs aktivieren172. Diese wiederum phosphoryliert nach 
Aktivierung eine Reihe von weiteren Reparaturproteinen, darunter auch sich selbst und ATM173. ATM 
rekrutiert unter anderem 53BP1 an die Bruchenden. 53BP1 verhindert die Resektion und blockiert 
die Rekrutierung des HR-Faktors BRCA1 zu den DNS-Enden während der G1 Phase und moduliert 
somit die Entscheidung über den Reparaturweg mit174. Bei komplizierten Brüchen phosphoryliert die 
 
167 Siddiqi und Bothe 1987. 
168 Walker et al. 2001. 
169 Downs und Jackson 2004. 
170 Lieber 2010. 
171 Abraham 2004. 
172 Walker et al. 2001; Falck et al. 2005. 
173 Davis et al. 2014. 
174 Panier und Boulton 2014; Escribano-Díaz et al. 2013; Feng et al. 2013. 
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DNA-PKcs zusätzlich die Endonuklease Artemis. Der DNA-PKcs-Artemis-Komplex kann verschiedene 
Arten von DNS Überhängen prozessieren und bereitet so die DNS Bruchenden auf die Religation 
vor175. Die Religation erfolgt durch den XRCC4-(engl. X-ray repair cross-complementing protein 4) XLF 
(engl. XRCC4-like factor)-LIG4 (engl. DNA ligase 4)-Komplex, welcher sich an den KU-DNA-PKcs-
Komplex verankert176. Das Protein XRCC4 aktiviert mit der Kooperation seines Analogon XLF die 
Ligase LIG4 und sorgt mit einem Brückenschlag dafür, dass die Ligase LIG4 die DNS Bruchenden 
erreicht und diese ligiert werden können177. 
 
175 Ma et al. 2005. 
176 Grawunder et al. 1997; Sibanda et al. 2001. 
177 Andres et al. 2012; Riballo et al. 2009; Modesti et al. 1999. 
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Abbildung 30: DNS DSB-Induktion und -Reparatur über die NHEJ. Erstellt mit BioRender.com. 
A: Strahleninduzierte Brüche können entweder direkt (1) durch die Reaktion eines Elektrons, welches durch die Absorption 
eines Röntgenphotons aus einem Atom herausgeschlagen wurde, oder indirekt (2) über die Radiolyse des Wassers 
Einzelstrangbrüche in der DNS hervorrufen. Dabei reagiert das herausgelöste Elektron mit Wassermolekülen, wobei sich 
Hydroxylradikale (OH●) bilden, die Schäden an der DNS verursachen. Durch die Bildung von Peroxidradikalen (O2●) kann im 
komplementären Doppelstrang ebenfalls ein Bruch erzeugt werden, wodurch ein DNS DSB entsteht. B: Postmitotische 
Zellen reparieren strahleninduzierte DNS DSBs hauptsächlich über den NHEJ-Weg. Dieser wird durch die Bindung des KU70-
KU80 Heterodimers initiiert (1). Die ATM verwandte DNS Proteinkinase (PKcs, engl.: Protein kinase catalytic subunit) wird an 
die Bruchenden rekrutiert (2) und aktiviert die Rekrutierung weiterer Reparaturproteine, wie 53BP1, welches die DNS 
Enden vor der Resektionsmaschinerie schützt (3). Der Bruchenden-Prozessierungs-Faktor Artemis (4) bereitet die DNS 
Enden für die Religation durch den XRCC4-XLF-Lig4 Komplex (5) vor. 
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5.1.2 DNS Doppelstrangbrüche als Regulatoren für die Transkription von Überlebensgenen 
DNS Doppelstrangbrüche, die durch ionisierende Strahlung entstehen, sind zufällig gesetzte und 
komplizierte Schäden an der DNS, welche bei ausbleibender oder fehlerhafter Reparatur zu einer 
Instabilität des Genoms führen und somit die Bildung von Tumoren und neurodegenerativen 
Krankheiten begünstigen178. 
DNS Doppelstrangbrüche können ebenso einen physiologischen Ursprung haben und sind in 
mitotischen Zellen essentiell für die Replikation der DNS oder in B-Zellen für die somatische 
Rekombination179. Für postmitotische Zellen konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass 
bestimmte externe Stimuli zur gezielten Erzeugung von DNS DSBs in Promotorregionen spezifischer 
Gene führen und auf diese Weise die Transkription dieser Gene ermöglichen. Dieser Mechanismus 
spielt unter anderem eine Rolle bei der Aktivierung von Serum, Östrogen und Insulin sowie der 
Ausschüttung von Glucocorticoiden180. Besonders interessant ist die Erkenntnis, dass neuronale 
Aktivität in adulten Neuronen zur Induktion von DNS DSBs in Promotorregionen von immediate early 
genes und dadurch zu einer verstärkten Transkription dieser Gene führt181. Neben neuronaler 
Aktivität kann auch die Zugabe des Neurotransmitters Glutamat als DNS DSB-induzierender Stimulus 
wirken182. Glutamat ist der hauptexzitatorische Neurotransmitter im ZNS und essentiell für das 
Lernen und die Gedächtnisbildung183. Die Transkription der immediate early genes sorgt für 
weitreichende Veränderungen im neuronalen Netzwerk, z.B. durch die Anregung des 
Dendritenwachstums und der Modulierung von Synapsenverbindungen. Die schnelle Transkription 
von Überlebensgenen dient zur Anpassung an sich verändernde Umgebungssituationen184. 
Die Formation der DNS DSBs wird durch die Topoisomerase II-beta (Top2B) induziert185. 
Topoisomerasen sind Enzyme, die die Torsionsbelastung der DNS während der Replikation, 
Rekombination oder Transkription auflösen, indem sie vorübergehende Brüche in der DNS 
verursachen186. Der Bruch ermöglicht DNS Abschnitten in räumliche Nähe zu treten und miteinander 
zu interagieren. Die meisten dieser Brüche werden von der Top-IIβ selbst repariert. Allerdings gibt es 
auch länger anhaltende DNS DSBs, welche über die DNS Schadensantwort repariert werden müssen. 
 
178 Jackson und Bartek 2009; Rass et al. 2007. 
179 Mehta und Haber 2014; Bouwman und Crosetto 2018. 
180 Bunch et al. 2015; Ju et al. 2006; Trotter et al. 2015; Wong et al. 2009. 
181 Lanahan und Worley 1998; Morgan et al. 1987. 
182 Madabhushi et al. 2015; Crowe et al. 2006; Suberbielle et al. 2013. 
183 Nakanishi 1992; Traynelis et al. 2010; Mattson 2008. 
184 West und Greenberg 2011. 
185 Bunch et al. 2015; Wong et al. 2009. 
186 Wang 2002. 
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Unter basalen physiologischen Bedingungen, ohne externen Stimulus, interagiert Top2B mit dem 
Transkriptionsrepressor CTCF (Abb. 31). Dieser verhindert Interaktionen zwischen räumlich weit 
auseinanderliegenden Chromatinelementen, zu denen unter anderem Enhancer- und 
Promotorregionen gehören187. Zusätzlich sorgt die sogenannte RNA-Polymerase-II (RNAIIP) 
Pausierung, welche durch den negativen Transkriptionsfaktor NELF (engl. negative elongation factor) 
verstärkt wird, an Promotorregionen zu einer Unterbindung der Transkription der betroffenen Gene. 
NELF reguliert außerdem negativ das für die Elongation essentielle Protein DSIF (engl. DRB sensitivity-
inducing factor)188. Ein externer Stimulus, wie neuronale Aktivität, führt nun durch die Aktivierung 
von NMDA Rezeptoren zum Calciumeinstrom in die Zelle. Die nachfolgende Signalkaskade bewirkt 
die DNS DSB-Induktion durch die Top2B189. Der DNS DSB führt zur Synthetisierung von eRNA’s (engl. 
enhancer RNA) von Enhancerregion der immediate early genes. Diese bewirken zusammen mit dem 
positiven Transkriptionsfaktor pTEFb die Abspaltung von NELF und das Freigeben des DSIF Proteins, 
wodurch die RNAPII-Pausierung aufgehoben und die RNAPII-gesteuerte Transkription der immediate 
early genes starten kann190. Zudem erleichtert die synthetisierte eRNA die Genexpression, indem sie 
durch ihre Interaktion mit dem Cohesin/Mediator-Komplex die Enhancer-Promotor Interaktion 
stabilisiert. 
 
Abbildung 31: Mechanismus der durch neuronale Aktivität induzierten Genregulation. 
(Links) Unter Normalbedingungen pausiert RNAPII durch die Aktivität von DSIF und NELF. Zusätzlich sorgt der 
Transkriptionsrepressor CTCF dafür, dass es zu keiner Interaktion zwischen Promotor und Enhancer kommt. (Rechts) Wird 
ein Stimulus erzeugt (z.B. neuronale Aktivität) kommt es zum Topo II-beta mediierten DNS Bruch. Dadurch wird die CTCF 
erzeugte Beschränkung überwunden, sodass Promotor- und Enhancerregion nun miteinander interagieren können. In 
Neuronen hat das zur Folge, dass eRNAs von Enhancerregionen transkribiert werden, welche wiederum dafür sorgen, dass 
der negative Elongationsfaktor (NELF) abgespalten wird. Die Aktivierung von pTEFb (Cyclin-abhängige Kinase) löst die RNA 
 
187  Canela et al. 2017; Uusküla-Reimand et al. 2016. 
188 Wada et al. 1998; Yamaguchi et al. 1999. 
189 Madabhushi et al. 2015; Deisseroth et al. 2003. 
190 Schaukowitch et al. 2014; Zhao et al. 2016. 
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PolymeraseII (RNAPII) von der Promotorregion und veranlasst somit die Geninduktion. Abbildung verändert nach 
Madabhushi und Kim 2018191. 
Immediate early genes (IEGs) besitzen eine große neurologische Relevanz. Sie regulieren neben der 
Gedächtnisbildung ebenso die homöostatische Plastizität und wirken dadurch neuroprotektiv. So 
spielt das IEG Egr1 eine entscheidende Rolle in der Formierung des Langzeitgedächtnisses und in der 
Bildung von LTPs192. Ein weiteres IEG welches für die Gedächtnisbildung193 und die homöostatische 
Plastizität194 unerlässlich ist, ist Arc. Ebenso wichtig für die homöostatische Plastizität ist das IEG 
Npas4. Es unterstützt die Aufrechterhaltung der inhibitorischen/ exzitatorischen Balance der 
neurologischen Synapsen195. 
 
 
191 Madabhushi und Kim 2018. 
192 Jones et al. 2001; Bozon et al. 2003. 
193 Guzowski et al. 2000; Messaoudi et al. 2007; Plath et al. 2006. 
194 Béïque et al. 2011; Gao et al. 2010; Shepherd et al. 2006. 
195 Lin et al. 2008; Zhang et al. 2009. 
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5.2 Material und Methoden Kap II 
5.2.1 Zelllinie J1 NSZ 
Die verwendete neuronale Stammzelllinie J1 wurde aus embryonalen Stammzellen von 129/ Ola 
Mäusen in vitro differenziert und immortalisiert196. Die Verdopplungszeit der Zellen betrug ca. 24 
Stunden. Die Differenzierung zu den Reinkulturen aus Neuronen, Astrozyten oder Oligodendrozyten 
wurde angelehnt an das Differenzierungsprotokoll von Conti und Mitarbeitern197. 
5.2.2 Kultivierung der neuronalen Stammzellen J1 
Die neuronalen Stammzellen J1 wurden im Selbsterneuerungsmedium gehalten bis sie eine 
Konfluenz von ca. 80 % erreicht hatten, erst dann wurden sie im Verhältnis von 1:4 gesplittet. Die 
adhärent wachsenden Zellen wurden dafür mit Accutase® vom Zellkulturflaschenboden gelöst und in 
einem ausreichenden Volumen in PBS verdünnt. Für die Stammhaltung wurde ein Viertel dieser 
Lösung entnommen, anschließend bei 1000 Upm für 3 min. zentrifugiert, das überschüssige PBS 
abgenommen und das Zellpellet in Selbsterneuerungsmedium aufgenommen und in eine neue 
Kultivierungsflasche überführt und bei 37 °C inkubiert. 
5.2.3 Differenzierungsprotokoll 
Die J1 neuronalen Stammzellen wurden entweder in ihrem proliferierendem Zustand gehalten oder 
durch Veränderung der Kultivierungsbedingungen zu Neuronen, Astrozyten oder Oligodendrozyten 
differenziert. Zur Einleitung der Differenzierung wurden die neuronalen Stammzellen zuerst von ihrer 
Zellkulturware durch Accutase® gelöst und für drei Minuten bei 1000 Upm zentrifugiert. Das 
Zellpellet wurde im Selbsterneuerungsmedium aufgenommen und die Zellzahl mit einer Neubauer 
Zählkammer bestimmt. 150.000 Zellen/ cm² für die Differenzierung zu Astrozyten und 
200.000 Zellen/ cm² für die Differenzierung zu Oligodendrozyten oder Neuronen wurden auf Laminin 
und Poly-D-Lysin beschichteter Zellkulturware ausgesät. Nachdem sich die Zellen abgesetzt hatten, 
wurde das halbe Volumen des Selbsterneuerungsmediums durch das spezifische 
Differenzierungsmedium ausgetauscht. An den darauffolgenden Tagen wurde das 
Differenzierungsmedium alle 24 h gewechselt. Experimente erfolgten ab dem Differenzierungstag 9. 
 
 
 
196 Ying und Smith 2003. 
197 Conti et al. 2005. 
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Tabelle 3: Differenzierungsmedien 
Selbsterneuerungs-
medium 
Astrozytenmedium Neuronenmedium Oligodendrozytenmedium 
Euromed-N DMEM Neurobasalmediu
m 
Neurobasalmedium 
1 % L-Glutamin 1 % L-Glutamin 1 % L-Glutamin 1 % L-Glutamin 
1 % Pen/ Strep 1 % Pen/ Strep 1 % Pen/ Strep 1 % Pen/ Strep 
1 x N2 1 % N2 2 % B27 2 % B27 
20 ng/ml EGF 1 % FKS  30 ng/ml T3 
20 ng/ml FGF2    
 
5.2.4 Röntgenbestrahlung 
Alle Zellen wurden an einer Röntgenröhre des Typs Titan Isovolt 160 der Firma GE Sensing & 
Inspection Technologies bestrahlt. Bei einem angelegtem Strom von 19 mA, einer Spannung von 
90 kV und einem Abstand von 39 cm zur Strahlungsquelle ergab sich daraus eine Dosisleistung von 
0,96 Gy/min. Die Zellen wurden 32 Sekunden lang auf einer 1 mm dicken Aluscheibe bestrahlt um 
eine Dosis von 500 mGy zu erreichen. Die Eichung der Dosimetrie-Messungen wurde in regelmäßigen 
Abständen durch einen PTW Weichstrahlkammer-Dosimeter gewährleistet. 
5.2.5 Über Nacht Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen Agenzien 
5.2.5.1 Glutamat und Glyzin 
Die hauptexzitatorische Aminosäure im Nervensystem ist Glutamat198. Es bindet spezifisch an die 
ionotropen Rezeptoren: NMDAR (N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor), AMPAR (engl. Α-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) und Kainat-Rezeptor199. Um eine Aktivierung des NMDA-
Rezeptors zu ermöglichen, muss die Aminosäure Glyzin ebenfalls am Rezeptor binden200. 
Für die über Nacht Behandlung der Zellen wurden 60 µM Glutamat und 20 µM Glyzin im spezifischen 
Differenzierungsmedium gelöst und die Hälfte des alten Mediums mit der Agonistenlösung 
ausgetauscht, um eine möglichst schonende Behandlung der Zellen zu gewährleisten. Effektiv 
wurden die Zellen somit 14 h lang mit 30 µM Glutamat und 10 µM Glyzin behandelt. Danach wurde 
das gesamte Medium abgenommen und je nach Versuchsaufbau, frisches Medium mit oder ohne 
Agenzien wieder dazugegeben. 
 
198 HAYASHI 1952. 
199 Hollmann et al. 1989. 
200 Vyklicky et al. 2014; Karakas und Furukawa 2014. 
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5.2.5.2 NMDA 
NMDA ist ein spezifischer Agonist für NMDA-Rezeptoren. Effektiv wurden die Zellen mit 30 µM oder 
50 µM NMDA über Nacht (14 h) behandelt und daraufhin mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. 
5.2.5.3 Glutamatrezeptor – Antagonisten: Ifenprodil 
Ifenprodil wirkt als nicht-kompetitiver Antagonist, selektiv an der GluN2B Untereinheit des NMDA-
Rezeptors201. Über Nacht wurden die Zellen mit 25 µM Ifenprodil, in Anwesenheit von 30 µM Glu 
(Glutamat) und 10 µM Gly (Glyzin), behandelt und daraufhin mit 4 % PFA fixiert. 
5.2.5.4 MK-801 
Dizocilpine, häufig auch als MK-801 bezeichnet, wirkt als Kanalblocker in allen NMDA Rezeptoren202. 
Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen zuerst über Nacht mit 10 µM MK-801 und 30 µM Glu und 
10 µM Gly behandelt und danach entweder direkt fixiert oder das alte Medium durch frisches 
Medium mit oder ohne Agenzien ersetzt. 
5.2.5.5 Merbarone 
Merbarone (engl. 5-[N-phenyl carboxamido]-2-thiobarbituric acid) ist ein Medikament zur 
Behandlung von bösartigen Tumoren. Es inhibiert die katalytische Aktivität der DNS 
Topoisomerase II-beta, ohne die DNS zu beschädigen203 Die Zellen wurden mit 10 µM Merbarone 
14 h behandelt und daraufhin mit PFA fixiert. 
5.2.6 Apoptose-Assay 
Für das Apoptose Assay wurden die Zellen in IBIDI® Zellkulturware (Abb. 32) ausgesät und je nach 
Zelltyp 10 Tage lang differenziert oder im Falle der neuronalen Stammzellen, einen Tag vor 
Bestrahlung bzw. Behandlung (Glu/ Gly), ausgesät. Die Zellen wurden nach der Bestrahlung (500 
mGy), zu den Zeitpunkten 4 h, 6 h und 8 h fixiert und das Protein caspase 3 in seiner cleaved Form 
durch Antikörperfärbung nachgewiesen, um festzustellen ob der Zelltod eingeleitet worden ist204. Die 
Auswertung erfolgte halbautomatisch mit einem Axio Observer Z1 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss). Für 
jeden Zeitpunkt wurden 200 Zellen ausgezählt. 
 
201 Reynolds und Miller 1989. 
202 Huettner und Bean 1988; Wong et al. 1986. 
203 Khelifa und Beck 1999; Glover et al. 1987; Drake et al. 1989.. 
204 Lazebnik et al. 1994. 
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der IBIDI® Zellkulturware µ-Slide VI 0.4. 
Abbildung verändert aus ibidi.com/channel-slides/57--slide-vi-04.html. 
5.2.7 MTT-Assay 
Das MTT Assay wurde durchgeführt um die metabolische Aktivität der Zellen zu bestimmen. Die 
Funktionsweise des Assays beruht auf der Reduktion des gelben Farbstoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein violettes Formazan durch die Glykolyse lebendiger 
Zellen. 
Für das MTT Assay wurden je 60.000 J1 Stammzellen pro well in einer Laminin/ Poly-D-Lysin 
beschichteten 96-well Platte ausgesät und mindestens 12 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 
neun bzw. zehn Differenzierungstagen wurde pro well 10 µl MTT-Reagenz (5 mg/ ml) hinzugegeben 
und die Zellen für 75 min. bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Das überschüssige Medium wurde 
abgenommen und die wasserunlöslichen Formazankristalle, die sich am Boden der wells gebildet 
hatten, mit einer Isopropanol/ 0,04N HCl-Lösung dissoziiert. Daraufhin wurde die Optische Dichte bei 
einer Wellenlänge von 570 nm am Plattenlesegerät (Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader) 
der Firma BioTek™ gemessen, wobei eine Messung bei einer OD von 630 nm dabei als Referenz 
diente. Für jede Bedingung wurden je 24 wells ausgewertet. 
5.2.8 Antikörperfärbung 
Antikörperfärbungen wurden durchgeführt nachdem die Zellen 20 min. mit einer 4 %igen PFA-Lösung 
fixiert und anschließend mit einer Lösung aus PBS (engl. phosphate buffered saline) und 0,1 % Triton 
X-100 permeabilisiert wurden. Bei diesem Schritt wurde Hoechst33342 1:100 eingesetzt um den 
Zellkern zu färben. Anschließend wurden die freien Proteinenden über Nacht bei 4 °C, durch eine 
Lösung aus PBG (0,05 % Gelatine in PBS), 0,5 % BSA und 5% igen Ziegenserum, geblockt. 
Anschließend wurde der jeweilige primäre Antikörper in entsprechender Konzentration (Tabelle 4), in 
Antikörperpuffer (5 % Ziegenserum in PBG) gelöst und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach 
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dreimaligem Waschen mit PBG erfolgte anschließend die sekundäre Antikörperfärbung bei 
Raumtemperatur für 45 min., der sekundäre Antikörper wurde dabei 1:400 in Antikörperpuffer 
gelöst (Tabelle 5). Darauf folgten je zwei Waschschritte à 10 min. mit PBG und PBS. 
Tabelle 4: Liste der verwendeten primären Antikörper 
prim. 
Antikörper 
 Wirt Firma Marker für: Konzentration 
53BP1 P53-interacting 
protein 
Hase Santa-Cruz DNS-
Doppelstrangbrüche 
1:1500 
AMPA AMPA Hase Alomone AMPA Rezeptor 1:500 
c-cas 3 cleaved caspase 3 Hase Cell 
Signaling 
Apoptose 1:500 
CD1 Cyclin D1 Maus Santa Cruz G1-Phase 1:300 
GABA ß3 GABA beta 3 Maus Thermo 
Fisher 
GABAR UE 1:100 
GFAP glial fibrillary 
acidic protein 
Hase Abcam Astrozyten 1:200 
KI67 KI67 Hase Abcam Proliferation 1:100 
MAP-2 Microtubuli-
associated 
protein 2 
Hase Chemicon Neurone 1:200 
MBP myelin basic 
protein 
Hase Abcam Oligodendrozyten 1:300 
Nestin Nestin Maus Abcam Stammzellen 1:200 
NR1 NMDAR 1 Hase Santa Cruz NMDAR UE 1:100 
NR2A NMDAR 2A Hase Alomone NMDAR UE 1:200 
NR2B NMDAR 2B Hase Abcam NMDAR UE 1:250 
Olig2 Oligodendrocyte 
transcrption 
factor 2 
Maus Merck Oligodendrozyten 1:300 
PSD95 Postsynaptic 
density protein 95 
Hase Abcam Synapsen 1:200 
Synaptophysin Major synaptic 
vesicle protein 
p38 
Maus Abcam Synapsen 1:200 
yH2AX Gamma-H2AX Maus Millipore DNS-
Doppelstrangbrüche 
1:1000 
β III Tubulin beta III Tubulin Maus Abcam Neurone 1:200 
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Tabelle 5: Liste der verwendeten sekundären Antikörper 
sek. AK Spezifität Wirt Firma Absorptionsmax. Emissionsmax. Konzentration 
Alexa 488 Maus Ziege Abcam 496 519 1:400 
Alexa 594 Hase Esel Abcam 590 617 1:400 
Alexa 488 Hase Ziege Abcam 496 519 1:400 
Alexa 594 Maus Ziege Abcam 590 617 1:400 
 
5.2.9 Mikroskopie 
Alle Immunfluoreszenzfärbungen wurden entweder mit dem Axio Observer Z1 Fluoreszenzmikroskop 
(Zeiss) oder dem TCS SP5 Konfokalmikroskop (Leica) aufgenommen und ausgewertet. Durchlicht-
Mikroskopieaufnahmen wurden mit dem JuLi® FL Mikroskop der Firma Nano EnTek getätigt. 
5.2.10 Mikroelektrodenarray (MEA) 
Das Mikroelektrodenarray ermöglichte eine extrazelluläre Ableitung der Spannungsänderung von in 
vitro kultivierten Neuronen. Das in dieser Arbeit verwendete Mikroelektrodenarray des Typs 
MEA2100-System stammte von der Firma Multi Channel Systems MCS GmbH und war die bis dato 
neueste Entwicklung der Produktfamilie (Abb. 33). 
 
Abbildung 33: Aufbau des MEA2100-Systems der Firma Multi Channel Systems MCS GmbH. 
Das MEA2100-System bestand aus zwei Hauptkomponenten, der Headstage und dem Interface 
Board. Die Headstage, mit verbundenem Interface ermöglichte eine direkte Verarbeitung der 
aufgenommenen Daten, so verstärkte die Headstage das Signal und wandelte die analogen 
Eingangssignale in digitale Daten um, während über das Interface Board die Bandbreite der Filter, die 
Abtastfrequenz und der Bereich der Signale eingestellt wurden (MEA2100-System Manual; 
multichannelsystems.com). 
Die eingesetzten MEA-Chips waren vom Typ 60MEA200/10iR-Ti (Abb. 34). Das bedeutet die Chips 
bestanden aus 60 Elektroden, wobei jede Elektrode einen Durchmesser von 10 µm hatte und in 
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einem Abstand von 200 µm zur benachbarten Elektrode stand. Die Kontaktflächen auf denen die 
Elektroden platziert und die Spuren die von den Elektroden wegführten bestanden aus Titannitrit. 
Diese Oberflächenvergrößerung ermöglichte eine Impedanz- Verkleinerung der Elektroden. Eine 
interne Referenzelektrode ermöglichte zudem die direkte Erdung des Systems (MEA-Manual; 
multichannelsystems.com). 
 
Abbildung 34: MEA-Chip und -Software. 
(A) Aufbau des 60MEA200/10iR-Ti Chips. Die 59 Elektroden plus eine Referenzelektrode besaßen einen Durchmesser von 
10 µm und waren hexagonal angeordnet. (B) Beispielmessung eines MEA-Chips von differenzierten Neuronen. Links die 
gemessenen Timestamps (Spikes), rechts die aufgenommenen Waveforms (Amplituden) aller Elektroden bzw. in 
Vergrößerung der Elektrode 36. 
Um eine hydrophile Oberfläche zu gewährleisten wurden die MEA-Chips zuerst mit Sauerstoffplasma 
beschichtet. Dies geschah am Plasmaofen des Typs Zepto LF der Firma Diener electronic GmbH & Co 
KG, bei 0,3 mbar für 100 s. Kurz vor der Kultivierung der Zellen erfolgte zusätzlich eine Beschichtung 
mit Laminin und Poly-D-Lysin im Verhältnis von 1:1. Danach wurden je 500.000 neuronale 
Stammzellen in ihrem Selbsterneuerungsmedium auf je einem MEA-Chip ausgesät. Nach mindestens 
12-stündiger Inkubations- und Ruhezeit, wurde die Differenzierung zu Neuronen eingeleitet, indem 
die Hälfte des Selbsterneuerungsmediums mit Neuronenmedium ausgetauscht wurde. Neun Tage 
nach dem Start der Differenzierung wurden alle Chips zum ersten Mal am MEA-System gemessen. 
Dafür wurde das Medium eine halbe Stunde vor der Messung gewechselt. Eine Messung lief 
100 Sekunden lang, während dieser Zeit wurde der MEA-Chip kontinuierlich auf einer Temperatur 
von 37 °C gehalten. Am Abend des neunten Differenzierungstages wurden die Chips in drei 
verschiedene Behandlungsgruppen eingeteilt, Glu/ Gly + 500 mGy, 500 mGy und Kontrolle. Glu/ Gly + 
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500 mGy Chips wurden am neunten Tag mit Glutamat und Glyzin über Nacht behandelt, am 
darauffolgenden Tag wurde das Medium ohne Agonisten gewechselt und wie unter Kapitel 5.2.4 
beschrieben, bestrahlt. Chips der Behandlungsgruppen 500 mGy und Kontrolle wurde am zehnten 
Tag das Medium gewechselt und entweder mit 500 mGy oder sham bestrahlt. Am elften und 
dreizehnten Differenzierungstag wurden weitere MEA-Messungen aufgenommen. Alle Ereignisse die 
eine größere Spannung als die vierfache Standardabweichung des Rauschens aufwiesen wurden als 
Timestamps (Spikes) gewertet. Ebenso wurden nur Ereignisse ausgewertet, die eine größere 
Amplitude als 20 µV aufwiesen. Die Größe der Amplitude wurde durch die Bestimmung der 
Waveforms ermittelt (Abb. 34 B). 
5.2.11 Auswertung 
Die Auswertung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte mit den Softwareprogrammen FIJI und 
GraphPad Prism Version 7. Kalkulationen und statistische Auswertungen erfolgten mit GraphPad 
Prism und Excel. Die Auswertung der MEA Daten erfolgte mit der Software NeuroExplorer®. 
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5.3 Ergebnisse Kap II 
5.3.1 Differenzierung des in vitro Modellsystems J1 NSZ zu homogenen Deszendentenkulturen 
Um einen Eindruck von der Strahlungssensitivität des Nervensystems gegenüber 
Niedrigdosisstrahlung zu bekommen stellt die Komplexität eines neuronalen Netzwerks die größte 
Herausforderung dar. Ein bereits etabliertes murines in vitro Zellsystem, die neuronale 
Stammzelllinie J1, eignet sich dabei durch seine Minimalistik besonders gut um einzelne Zelltypen zu 
separieren und genauer zu betrachten. In vorangegangen Arbeiten konnten die neuronalen 
Stammzellen erfolgreich in ein rudimentäres, funktionales, neuronales Netzwerk aufgebaut aus 
Neuronen und Astrozyten differenziert werden (Dr. Kerstin Rau205). In der vorliegenden Arbeit sollte 
das Differenzierungsprotokoll leicht abgeändert werden, um die Effekte von Niedrigdosisstrahlung 
auf jeden einzelnen Zelltyp individuell untersuchen zu können und mögliche Unterschiede in der 
Strahlensensitivität aufzudecken. Die multipotente neuronale Stammzelllinie (NSZ) J1 wurde so in 
ihre drei möglichen Deszendenten, Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten, als einzelne 
Kulturen differenziert. 
 
Abbildung 35: Morphologische Veränderungen während des Differenzierungsprozesses von neuronalen Stammzellen zu 
Neuronen. 
 
205 Kerstin Rau 2018. 
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Neuronale Stammzellen (NSZ) wurden über einen Zeitraum von 10 Tagen durch spezifische Veränderung der 
Kultivierungsbedingungen zu Neuronen differenziert. Zu Differenzierungsbeginn und daraufhin alle zwei Tage, wurden 
Bilder mit dem Durchlichtmikroskop JuLI™ angefertigt. Der Maßstabsbalken beträgt 50 µm. 
In jeder neuronalen Stammzelle der J1 Zelllinie liegt das Potenzial sich in drei verschiedene 
Deszendenten zu differenzieren. Durch gezielt eingesetzte Wachstumsfaktoren können die Zellen in 
eine bestimmte Differenzierungsrichtung konzentriert werden, so wie in den Abbildungen 35, 36 und 
37 dargestellt. Die Differenzierung ist ein hochdynamischer Prozess, bei dem die Zellen sich 
morphologisch zunehmend verändern und ebenso eine stetige Migration und Bewegung stattfindet, 
die letztendlich zur Bildung eines Netzwerkes führt206. So verdichtete sich über die Zeit (Tag 4) der 
Zellkörper der differenzierenden Neurone und die Zellfortsätze begannen zu expandieren und sich 
mit ihrer Umgebung zu verbinden. Diese Zellfortsätze wurden zunehmend komplexer und filigraner, 
bis sie an Tag 10 ein flächendeckendes Netzwerk bildeten (Abb. 35). Neben den Neuronen war es 
ebenso mögliche Gliakulturen aus den NSZ zu generieren. 
 
Abbildung 36: Morphologische Veränderungen während des Differenzierungsprozesses von neuronalen Stammzellen zu 
Astrozyten. 
Neuronale Stammzellen wurden über 10 Tage durch die Zugabe von spezifischen Wachstumsfaktoren gezielt zu einer 
homogenen Astrozytenkultur differenziert. Dokumentiert wurde die Differenzierung alle zwei Tage mit einem 
Durchlichtmikroskop. Der Maßstabsbalken beträgt 50 µm. 
Die Astrozyten sind, in vivo, für ein funktionierendes neuronales Netzwerk ebenso essentiell wie 
Neurone. Sie tragen nicht nur die Rolle der Stützfunktion sondern modulieren aktiv ihre, und somit 
 
206 Kuijpers und Hoogenraad 2011; Marín et al. 2010; Kapitein und Hoogenraad 2015. 
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die gesamte neuronale Umgebung. So nehmen sie überschüssiges Kalium, welches sich insbesondere 
bei hoher Aktivität von Neuronen im extrazellulären Raum ansammelt, über den Kalium-Kanal Kir4.1 
auf, und verhindern somit eine unkontrollierte Depolarisation von benachbarten Neuronen207. Doch 
nicht nur Kalium muss aus dem extrazellulärem Raum entfernt werden, besonders der exzitatorische 
Neurotransmitter Glutamat kann in hohen Konzentrationen zu einer Übererregung, bis hin zur 
Exzitotoxizität, in Neuronen führen208. Astrozyten nehmen Glutamat über die sogenannten GLT-1 und 
GLAST-Transporter auf, welche sich in unmittelbarer Nähe von Synapsen befinden. 80 % des über 
Synapsen freigesetzten Glutamates wird so von den Astrozyten aufgenommen209. Das Glutamat wird 
in den Astrozyten durch die Glutaminsynthetase in Glutamin umgewandelt und wieder in den 
extrazellulären Raum abgegeben. Von dort aus kann das Glutamin wieder von benachbarten 
Neuronen aufgenommen und durch die Glutaminase wieder in Glutamat umgewandelt werden. Dies 
geschieht sowohl in glutamatergen als auch in GABAergen Synapsen, da Glutamat als Vorläufer des 
Neurotransmitters GABA dient210. Morphologisch bildeten die Astrozyten sternenförmige, große 
Zellkörper aus, die sich zu einer wabenartigen Netzstruktur zusammenfinden (Abb. 36). 
Die multipotenten neuronalen Stammzellen waren zudem in der Lage eine weitere Art von Gliazellen 
hervorzubringen, die Oligodendrozyten. Diese Gliazellen sorgen durch ihre myelinisierten Fortsätze 
für eine schnelle Signalweiterleitung zwischen den Neuronen211. Während der Differenzierung 
verkleinerte sich der Zellkörper und bildete gleichzeitig eine Vielzahl an Zellfortsätzen aus. Ab dem 
sechsten Differenzierungstag wiesen die differenzierten Zellen mit ihren verästelten Zellfortsätzen 
die typische baumartige Morphologie von Oligodendrozyten auf (Abb. 37). 
 
207 Kuffler 1967; Djukic et al. 2007; Sibille et al. 2014; Larsen et al. 2014. 
208 Rothman 1984; Gillessen et al. 2002; Nakanishi 1992; Zhou und Danbolt 2014. 
209 López-Bayghen und Ortega 2011. 
210 Uwechue et al. 2012; Tani et al. 2014; Liang et al. 2006. 
211 Nave 2010; Jahn et al. 2009; Aggarwal et al. 2011. 
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Abbildung 37: Morphologische Veränderungen während des Differenzierungsprozesses von neuronalen Stammzellen zu 
Oligodendrozyten. 
Neuronale Stammzellen (NSZ) wurden über einen Zeitraum von 10 Tagen durch spezifische Veränderung der 
Kultivierungsbedingungen zu Oligodendrozyten differenziert. Zu Differenzierungsbeginn und daraufhin alle zwei Tage, 
wurden Bilder mit dem Durchlichtmikroskop JuLI™ angefertigt. Der Maßstabsbalken beträgt 50 µm. 
Nachdem die neuronalen Stammzellen erfolgreich zu Kulturen aus Neuronen, Astrozyten und 
Oligodendrozyten differenziert wurden, sollte nun überprüft werden ob diese Zellen auch alle 
Stammzellcharakteristika verloren hatten und stattdessen Marker adulter neuronaler Zellen 
exprimierten. Typische Stammzellcharakteristika sind unter anderem, die Fähigkeit zur 
symmetrischen Teilung, sowie die Expression des Intermediärfilament-Proteins, Nestin212. Mitotisch 
aktive Zellen lassen sich durch die Anwesenheit des KI-67 Proteins nachweisen, welches in der G(0) 
Phase von ruhenden Zellen nicht vorhanden ist213. Zusätzlich wurden die charakteristischen 
Strukturproteine der adulten Deszendenten nachgewiesen. 
 
212 Hockfield und McKay 1985; Lendahl et al. 1990. 
213 Gerdes et al. 1984; Gerdes et al. 1991; Dowsett et al. 2011. 
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Abbildung 38: Deszendentenkulturen verloren Stammzellcharakter und exprimierten strukturspezifische Proteine. 
In den Neuronen wurde das charakteristische Strukturprotein ß-III Tubulin, in den Astrozyten GFAP (engl. glial fibrillary 
acidic protein) und in den Oligodendrozyten MBP (engl. myelin basic protein) durch Immunfluoreszenzfärbungen 
nachgewiesen. In allen drei Deszendenten konnte weder der charakteristische Stammzellmarker Nestin, noch der 
Proliferationsmarker KI-67 nachgewiesen werden. Die Größe der Maßstabsbalken beträgt 25 µm. 
Abbildung 38 zeigt die Immunfluoreszenzfärbungen der drei Deszendenten nach 10-tägiger 
Differenzierung. Bei allen konnte das für sie maßgebende Intermediärfilament nachgewiesen 
werden. Für die Neuronen bedeutete es, dass sie ß-III Tubulin214, für die Astrozyten, dass sie das 
saure Gliafaserprotein (GFAP)215und für die Oligodendrozyten, dass sie MBP (engl. myelin basic 
protein) exprimierten216. Darüber hinaus konnte in keiner der drei Zelldifferenzierungen das 
stammzelltypische Intermediärfilament Nestin fluoreszenz-markiert werden, was wiederum 
bedeutete, dass die Deszendenten ihren Stammzellcharakter verloren hatten. Ebenso konnte das 
Proliferationsprotein KI-67 weder in der Neuronenkultur, noch in den Gliakulturen nachgewiesen 
werden, sodass geschlussfolgert werden konnte, dass sich alle Zellen im postmitotischen Zustand 
 
214 Sullivan und Cleveland 1986; Lee et al. 1990; Leandro-García et al. 2010. 
215 Freeman 2010; Fu et al. 2009. 
216 Pedraza et al. 1997; Campagnoni et al. 1980; Kalwy und Smith 1994. 
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befanden. Aufgrund der Expressionsmuster konnte davon ausgegangen werden, dass alle Kulturen 
nach 10 Tagen Differenzierung ihren Stammzellcharakter verloren hatten und nicht nur 
morphologisch, sondern auch auf Proteinebene den adulten Status erreicht hatten. Die Homogenität 
der einzelnen Deszendenten-Kulturen wurde zusätzlich im Folgenden quantitativ überprüft (Abb. 39). 
 
Abbildung 39: Gerichtete Differenzierung führte zu homogenen Deszendentenkulturen. 
Für die Quantifizierung wurden die Kulturen mit den für sie spezifischen adulten Struktur- bzw. Transkriptionsproteinen per 
Immunfluoreszenzfärbung markiert und semi-automatisch Fotos aufgenommen, welche über die Software ImageJ 
ausgewertet wurden. Für die Neurone wurde der Marker MAP2 (engl. microtubule-associated protein 2), für die Astrozyten 
GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein) und für die Oligodendrozyten Olig2 (engl. oligodendrocyte transcription factor 2) 
eingesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert mit SEM aus n= 3 unabhängigen Experimenten mit je >200 Zellen/ 
Kulturbedingung/ Experiment. 
Die Quantifizierung der Deszedenten-Kulturen erfolgte nach 10-tägiger Differenzierung. Dabei wurde 
in der Neuronenkultur das charakteristische Strukturprotein MAP2 (engl. microtubule-associated 
protein 2)217, in der Astrozytenkultur das Intermediärfilament GFAP und in der 
Oligodendrozytenkultur der Transkriptionsfaktor Olig2 (engl. oligodendrocyte transcription 
factor 2)218nachgewiesen. Im Schnitt waren 91,43 % der Zellen in der Neuronenkultur MAP2 positiv, 
91,65 % der Zellen in der Astrozytenkultur GFAP positiv und 91,99 % der Zellen in der 
Oligodendrozytenkultur Olig2 positiv. 
Für die Analyse strahleninduzierter Effekte war die Zusammensetzung der Art der Neuronen von 
besonderer Bedeutung. Um exzitatorische Neurone kenntlich zu machen wurden 
Immunfluoreszenzfärbungen gegen die NMDAR Untereinheit NR1 und den AMPA Rezeptor 
 
217 Izant und McIntosh 1980; Harada et al. 2002; Kalcheva et al. 1998. 
218 Zhou et al. 2000; Liu et al. 2007; Maire et al. 2010. 
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angefertigt219. Inhibitorische Neurone konnten durch die Markierung gegen die β3-UE des GABA 
Rezeptors nachgewiesen werden220. Zusätzlich wurden die Proteine PSD95 (engl. post synaptic 
density protein 95) und Synaptophysin markiert. PSD95 wird exklusiv von Neuronen exprimiert und 
befindet sich zumeist in der postsynaptischen Dichte, dort dient es als Bindungspartner für NMDA- 
und AMPA-Rezeptoren und spielt wiederum in der synaptischen Plastizität eine tragende Rolle. 
Synaptophysin ist ein synaptisches Vesikel-Glykoprotein welches in allen Neuronen vorkommt die 
synaptische Transmissions-Aktivitäten aufweisen221. 
Die deutlichen Markierungen der NMDA- und AMPA-Rezeptoren ließen darauf schließen, dass sich 
hauptsächlich exzitatorische Neurone in der Deszendentenkultur befanden. Die beiden Proteine 
PSD95 und Synaptophysin, welche essentiell für die synaptische Signalübertragung sind, konnten 
ebenfalls nachgewiesen werden (Abb. 40). Die Neuronenkultur bestand aus einer Mischung aus 
exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen welche im Zusammenspiel mit den Signalproteinen 
höchstwahrscheinlich ein erregbares Netzwerk bildeten, welches auf äußere Signale sensitiv 
reagieren konnte. 
 
219 Cotman et al. 1988; Collingridge und Singer 1990. 
220 Sigel und Steinmann 2012. 
221 Thiel 1993; Mardones et al. 2019. 
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Abbildung 40: Immunfluoreszenzsbestimmung der Neuronenarten in ausdifferenzierten Neuronenkulturen. 
Markiert wurde die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (rot) und das Strukturprotein MAP2 (grün) um exzitatorische 
Neurone nachzuweisen. Die beta3-UE des GABA Rezeptors (grün) und das Markerprotein β-III Tubulin (rot) weisen 
inhibitorische Neurone aus. AMPA-Rezeptoren und das synaptische Protein PSD95 wurden in Rot markiert, als Referenz das 
Neuronen charakteristische Strukturprotein MAP2 in Grün. Das Glykoprotein Synaptophysin (SYN) ist in Grün, β-III Tubulin 
in Rot dargestellt. In allen Färbungen ist der Zellkern durch Hoechst33342 in Blau kenntlich gemacht, die 
zusammengefügten Bilder werden unter merge auf der linken Seite dargestellt. Die Größe der Maßstäbe beträgt 25 µm. 
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Nach 10 Tagen Differenzierung konnten aus der Stammzelllinie J1 erfolgreich drei unterschiedliche 
Zellkulturen generiert werden. Diese Zellkulturen hatten ihren Stammzellcharakter verloren, das 
bedeutet sie exprimierten weder das stammzelltypische Strukturprotein Nestin, noch waren sie 
mitotisch. Die erfolgreiche Differenzierung konnte morphologisch verfolgt und durch den 
Immunfluoreszenznachweis der spezifischen Intermediärfilamente verifiziert werden. Durch die 
Quantifizierung der Charakteristika der Deszendenten konnte für alle drei Zellkulturen eine 
Homogenität von über 91 % ausgemacht werden, sodass nun im Folgenden neuronale Stammzellen, 
Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten unabhängig voneinander untersucht werden konnten. 
5.3.2 Bestimmung eines Reparaturproteins zur Markierung von DNS DSBs 
Die folgereichsten Schäden die durch ionisierende Strahlung in der Zelle auftreten können, sind 
Doppelstrangbrüche (DSBs) in der DNS222. Einige Reparaturproteine der Zelle dienen hierbei seit 
Jahrzehnten als zuverlässige Marker eines solchen DSBs. Wobei insbesondere die Reparaturproteine 
yH2AX (phosphoryliertes Histon H2AX) und 53BP1 (engl.: p53-binding protein) am meisten 
Verwendung finden223. Aufgrund der lokalen Aggregation dieser Proteine in der Nähe eines DSBs, 
können diese als Foci, fluoreszenzmarkiert, sichtbar gemacht werden. Die Strahlensensitivität von 
neuronalen Stammzellen sowie deren Deszendenten ist weitestgehend von den möglichen 
Reparaturmechanismen, sowie ihrer spezifischen Radikalpufferkapazität abhängig. Im folgenden 
Abschnitt sollte mittels dieser Reparaturproteine eine genauere Beurteilung der individuellen 
Strahlensensitivität von Neuronen und Astrozyten erfolgen. Ausgewertet wurde die Akkumulation 
und Dissoziation der Reparaturproteinen yH2AX und 53BP1 an bzw. von strahleninduzierten DNS 
DSBs. 
 
222 Goodhead 1994. 
223 Anderson et al. 2001; Sak und Stuschke 2010; Rogakou et al. 1999. 
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Abbildung 41: Ähnliche Reparaturverläufe der 53BP1- und yH2AX-Proteine während der frühen Phase der DSB-Reparatur 
in Neuronen und Astrozyten. 
(A) Reparaturverlauf der Proteine yH2AX und 53BP1 in Neuronen, aufgetragen ist die durchschnittliche Anzahl von 53BP1-, 
yH2AX –Foci und die Anzahl ihrer Co-Lokalisationen zu den Zeitpunkten 0 min., 15 min., 30 min. und 2 h nach 500 mGy 
Bestrahlung. (B) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbung eines Neuronenkerns 30 min. nach Bestrahlung. Markiert sind 
die Reparaturproteine yH2AX (grün) und 53BP1 (rot) und der Zellkern (blau). Der Maßstab beträgt 10 µm. 
(C) Reparaturverlauf der Proteine yH2AX und 53BP1 in Astrozyten. Aufgetragen ist die durchschnittliche Anzahl von 53BP1-, 
yH2AX-Foci und die Anzahl ihrer Co-Lokalisationen zu den Zeitpunkten 0 min., 15 min., 30 min. und 2 h nach 500 mGy 
Bestrahlung. (D) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbung eines Astrozytenkerns zum 30 Minutenzeitpunkt. Markiert sind 
die Reparaturproteine yH2AX (grün) und 53BP1 (rot) und der Zellkern (blau). (B, D) Weiße Pfeile markieren beispielhaft die 
Detektion der yH2AX- und 53BP1-Foci. Der Maßstab beträgt 10 µm. (A, C) n= 3 unabhängige Experimente mit 40 Zellen/ 
Kulturbedingung/ Zeitpunkt; dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
Direkt im Anschluss einer Bestrahlung mit 500 mGy konnten in Neuronen, im Gegensatz zu 
Astrozyten, bereits yH2AX- und 53BP1-Proteine nachgewiesen werden (Abb. 41 A, C). Aus der 
Literatur ist bekannt, dass die ersten Zusammenlagerungen von 53BP1- bzw. yH2AX-Proteinen, an 
einem, durch ionisierende Strahlung ausgelösten DNS Doppelstrangbruch, erst nach ca. 10-15 
Minuten sichtbar werden224. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Neurone schon von Beginn 
an eine gewisse Grundanzahl von DNS DSBs aufwiesen. Zum 15 Minuten Zeitpunkt wurden robuste 
 
224 Schultz et al. 2000b; Anderson et al. 2001; Rogakou et al. 1998. 
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53BP1- und yH2AX-Foci erkennbar, welche sich durch die Zusammenlagerung mehrerer 
Proteinmoleküle bildeten. Die Rekrutierung der Reparaturproteine fand ihren Höhepunkt zum 30 
min. -Zeitpunkt, danach wurden sie wieder vom reparierten Bruch dissoziiert. Diese Beobachtungen 
stimmen mit Literaturangaben überein, in denen beschrieben wird, wie über die Aktivierung 
verschiedener Signalkaskaden, die einzelnen Reparaturproteine an den DNS DSB rekrutiert 
werden225. Dabei wird yH2AX zuerst rekrutiert und 53BP1 folgt kurz danach, beide Proteine 
akkumulieren aber spätestens nach 30 Minuten am Bruch. Eine Co-Lokalisation beider Proteine, 30 
min. nach der Röntgenstrahlung lässt darauf schließen, dass beide Reparaturproteine DNS 
Doppelstrangbrüche anzeigen.226. Aus Abbildung 41 geht hervor, dass beide Reparaturproteine, 
sowohl zum 30 Minuten-Zeitpunkt als auch zu allen anderen Zeitpunkten Co-lokalisierten. Dies 
spricht nicht nur für einen ähnlichen Rekrutierungsverlauf sondern ebenso für einen sehr ähnlichen 
Dissoziationsverlauf227. Die Dissoziation der yH2AX und 53BP1 Proteine ist ebenso wichtig wie die 
Rekrutierung, da es den Abschluss der DNS-Reparatur bezeichnet228. 
In den getesteten Astrozyten war der Reparaturverlauf der Proteine yH2AX und 53BP1 sehr ähnlich 
zu den Neuronen. Allerdings wiesen die Astrozyten zum 0 min. Zeitpunkt keine sichtbaren 53BP1- 
oder yH2AX-Foci auf. Erst 15 Minuten nach Bestrahlung wurden die ersten Foci sichtbar, bis zum 
30 Minuten Zeitpunkt erreichten sie ihr Maximum um dann wieder abgebaut zu werden (2 h-
Zeitpunkt). Die Co-Lokalisation beider Proteine war zu jedem überprüften Zeitpunkt vorhanden, nur 
zum 2 h Zeitpunkt stellte sich eine leichte Diskrepanz ein (Abb. 41 C). Aus diesen Daten ließ sich 
ebenfalls schließen, dass sowohl der anti-yH2AX- als auch der anti-53BP1-Marker, zuverlässig DNS 
Doppelstrangbrüche aufzeigten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde des Weiteren, um die Reparatur 
von DNS Doppelstrangbrüchen zu untersuchen, das Reparaturprotein 53BP1 ausgewählt. 
5.3.3 Vergleich der DNS DSB-Reparaturverläufe der neuronalen Stammzellen und dessen 
Deszendenten nach 500 mGy Röntgenbestrahlung 
Das Reparaturprotein 53BP1 besticht nicht nur durch seine Eigenschaft nur einen Focus pro DNS DSB 
auszubilden229. Es wird zudem direkt an die Bruchenden der DNS rekrutiert, dort schützt es die 
freiliegenden DNS-Enden vor der Resektion der homologen Rekombinations-Reparaturmaschinerie. 
Dadurch trägt das Reparaturprotein entscheidend dazu bei, den Reparaturweg der nicht-homologen 
Endverknüpfung (NHEJ, engl. non-homologous end joining) über der homologen Rekombination zu 
 
225 Sak und Stuschke 2010; Bekker-Jensen et al. 2005. 
226 Ward et al. 2003; Schultz et al. 2000b; Bekker-Jensen et al. 2005; Sak und Stuschke 2010. 
227 Ward et al. 2003; Kao et al. 2003; Chronis und Rogakou 2007. 
228 Schultz et al. 2000a. 
229 Anderson et al. 2001. 
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favorisieren230. Dies ist besonders wichtig, wenn die Reparaturkinetik von neuronalen Stammzellen 
mit der von Neuronen und Gliazellen verglichen werden soll. Im Gegensatz zu den Neuronen, 
Astrozyten und Oligodendrozyten befinden sich die neuronale Stammzellen noch im mitotischen 
Zustand und sind somit im Stande, im Gegensatz zu den Deszendenten, DNS DSBs entweder über die 
homologe Rekombination oder über die nicht-homologe Endverknüpfung zu reparieren231. Um nun 
auch die Kinetik der Stammzellen mit den anderen Zellen ins Verhältnis zu setzen, ist es unerlässlich, 
den Weg der homologen Rekombination größtmöglich auszuschließen. Das ist zum einen mit der 
Wahl des Reparaturproteins und zum anderen mit der Markierung der Zellzyklusphase umsetzbar. So 
wurden nur Stammzellen ausgewertet die das Protein Cyclin D1 exprimierten. Cyclin D1 ist ein 
Protein, welches während der G1 Phase des Zellzyklus stark hochreguliert und in der S-Phase schnell 
wieder abgebaut wird. Durch diese Eigenschaften kann es als Marker für Zellen, die sich gerade in der 
G1 Phase, befinden verwendet werden232. 
Die Deszendenten- und Stammzellkulturen wurden mit einer Dosisleistung von 500 mGy 
ionisierender Strahlung bestrahlt und die Anzahl der 53BP1-Foci nach 30 min., 2 h, 4 h und 6 h 
bestimmt. Eine sham Bestrahlung (=Kontrolle) wurde gewährleistet durch eine 2 mm dicke Bleiplatte 
die zwischen Strahlenquelle und Zellkulturware platziert wurde (s. Kapitel 5.2.4). Damit nur durch 
Bestrahlung erzeugte DSBs in die Auswertung eingingen, wurde die Anzahl, der in sham behandelten 
Kontrollen auftretenden Foci, welche beispielsweise durch den Zellmetabolismus erzeugt werden, als 
natürlicher Hintergrund abgezogen233. 
 
230 Bunting et al. 2010; Bugreev und Mazin 2004; Bouwman et al. 2010. 
231 Branzei und Foiani 2008; Featherstone und Jackson 1999. 
232 Schafer 1998; Stacey 2003. 
233 Valko et al. 2007; Kovacic et al. 2005; Ridnour et al. 2004; Valko et al. 2001. 
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Abbildung 42: Neurone zeigten Defizite in der späten Phase der DNS DSB-Reparatur. 
(A) Die Kulturen wurden mit 500 mGy bestrahlt und zu den Zeitpunkten 30 min., 2 h, 4 h und 6 h nach Bestrahlung fixiert. 
Zu jeder Probe wurde eine Kontrolle mitgeführt. Aufgetragen ist der bereinigte Mittelwert (ohne Hintergrund-Foci) aus je 
40 Zellen zu n Versuchen je Zeitpunkt und Zelltyp: Neurone [30 min. n= 7, 2 h n= 7, 4 h = 3, 6 h n=3], NSZ CD1+ [30 min. n= 
5, 2 h n= 5, 4 h = 4, 6 h n=3], Oligodendrozyten [30 min. n= 4, 2 h n= 3, 4 h = 3, 6 h n=3], Astrozyten [30 min. n= 6, 2 h n= 5, 4 
h = 4, 6 h n=4]. (B - E) Relative Foci Anzahl, nach Normierung auf den 30 min.-Zeitpunkt. Eingezeichnet ist der Zeitpunkt zu 
dem die Hälfte aller strahleninduzierter Foci repariert wurden. Signifikanzen wurden ausgerechnet mit dem Statistiktest: 
Kruskal-Wallis, p> 0,1234 (ns), p< 0,0332 (*), p< 0,0021(**), p< 0,0002 (***), p ≤ 0,0001 (****). Teile der Datensätze 
wurden angefertigt von Frau Nina Trautwein im Rahmen ihrer Bachelorthesis. 
Aus Abbildung 42 A geht hervor, dass sowohl die Anzahl der strahleninduzierten DNS DSBs als auch 
die Reparatur dieser Brüche in den Zellkulturen individuelle Unterschiede aufwiesen. Bis zu 30 
Minuten benötigten die Zellen um das Reparaturprotein 53BP1 zu allen strahleninduzierten 
Doppelstrangbrüchen zu rekrutieren. Der 30 min.-Zeitpunkt zeigte somit die maximale Anzahl an 
strahleninduzierten DNS DSBs nach 500 mGy Röntgenbestrahlung an. Interessanterweise zeigten sich 
schon bei der Anzahl an strahleninduzierten DNS DSBs individuelle Unterschiede in den Zellkulturen. 
So war die Anzahl der DNS DSBs in den Neuronen-, Oligodendrozyten- und Stammzellkulturen 
signifikant höher als in der Astrozytenkultur [nicht in Abb. 42 A dargestellt, p ≤ 0,0001 (****): 
Astrozyten= 4,1±0,2 Foci/ Zelle, Neurone= 7,3±0,2 Foci/ Zelle, Oligodendrozyten= 6,1±0,3 Foci/ Zelle, 
NSZ= 7,3±0,2 Foci/ Zelle]. Die signifikant geringere Anzahl an strahleninduzierten DSBs in den 
Astrozyten hing mit ihrem effizienten Radikalpuffersystem zusammen, welches sie vor freien 
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Radikalen die mit Molekülen des DNS Stranges reagieren könnten, schützt234. Dieses Puffersystem 
stützt sich hauptsächlich auf das Tripeptid Glutathion (GSH, engl. y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine). 
Das Besondere am GSH-Monomer ist, dass es direkt mit einer radikalen Sauerstoffspezies (ROS) 
reagieren kann. Bei dieser Reaktion, katalysiert durch die Glutathion-Peroxidase, überträgt das GSH-
Monomer ein Elektron an die reaktive Sauerstoffspezies und macht sie dadurch unschädlich. Das nun 
oxidierte GSH bildet mit einem zweiten oxidierten Monomer, unter Ausbildung einer Disulfidbrücke, 
ein Dimer, das GSSG (Glutathiondisulfid). Das entstandene Dimer kann durch die enzymatische 
Reaktion der Glutathion-Reduktase, durch Verbrauch eines Reduktionsäquivalent (NADPH/H+) wieder 
zu zwei GSH Monomeren, reduziert werden235. Astrozyten besitzen nicht nur einen höheren GSH-
Level als z.B. die Neurone, das gesamte Glutathion-System ist effizienter. Dadurch werden 
zellschädigende ROS schneller beseitigt236. 
Doch nicht nur die Anzahl induzierter DNS DSBs unterlag individuellen Unterschieden, auch die 
Reparatur der DSBs verlief in den Zellkulturen nicht einheitlich. Obwohl in beiden Kulturen die 
gleiche Anzahl an DSBs induziert wurde (30 min.-Zeitpunkt: Neurone= 7,3±0,2 Foci/ Zelle, 
NSZ=7,3±0,2 Foci/ Zelle) wiesen die Neuronen im weiteren Verlauf der DSB-Reparatur signifikante 
Defizite auf. So konnte im direkten Vergleich zwischen Neuronen und neuronalen Stammzellen zum 
jedem Zeitpunkt während der DSB-Reparatur ein signifikanter Unterschied in der Anzahl 
verbleibender DNS DSBs festgestellt werden [2 h: Neurone= 4,8±0,1 Foci/ Zelle, NSZ=4±0,2 Foci/ 
Zelle, p< 0,0021(**), 4 h: Neurone= 3,7±0,1 Foci/ Zelle, NSZ= 2,3±0,1 Foci/ Zelle, p≤ 0,0001 (****), 6 
h: Neurone= 2,4±0,1 Foci/ Zelle, NSZ= 0,8±0,1 Foci/ Zelle, p≤ 0,0001 (****)] (Abb. 42 A). Um zu 
überprüfen ob die Reparatur der DNS DSBs in den Neuronen im Vergleich zu den Gliazellen 
(Astrozyten und Oligodendrozyten) ebenfalls verlangsamt war, wurde die Anzahl der 53BP1 Foci zu 
den Zeitpunkten 2 h, 4 h und 6 h auf die maximale Anzahl an 53BP1 induzierten Foci (zum 30 min.-
Zeitpunkt) normiert (Abb. 42 B-E). Die Normierung ergab, dass sowohl die Gliazellen als auch die 
neuronalen Stammzellen die Hälfte der strahleninduzierten DNS DSBs innerhalb von ca. zwei Stunden 
reparieren konnten (Astrozyten= 1 h 46 min., Oligodendrozyten= 1 h 55 min., NSZ= 2 h 24 min.). Die 
Neurone hingegen benötigten das Doppelte der Zeit (4 h 2 min.) um die Hälfte der 
strahleninduzierten DNS DSBs zu reparieren. Die stark verzögerte Reparatur führte dazu, dass die 
Neurone zum 6 h-Zeitpunkt im Mittel das Dreifache an 53BP1-Foci aufwiesen als die NSZ, das 3,5 
fache als die Oligodendrozyten und im Vergleich zu den Astrozyten wiesen sie sogar 11 mal so viele 
 
234 Dringen und Hamprecht 1997; Dringen et al. 1998. 
235 Cooper und Kristal 1997; Meister und Anderson 1983. 
236 Dringen 2000; Dringen et al. 1999; Desagher et al. 1996; Dringen et al. 1998. 
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Foci auf [Neurone= 2,4±0,1 Foci/ Zelle, NSZ= 0,8±0,1 Foci/ Zelle, p≤ 0,0001 (****), Oligodendrozyten= 
0,7±0,1 Foci/ Zelle, p≤ 0,0001 (****), Astrozyten= 0,2±0,1 Foci/ Zelle, p≤ 0,0001 (****)]. 
Im Folgenden sollte analysiert werden, ob die hohe 53BP1-Foci Anzahl der Neuronen zu allen 
Reparaturzeitpunkten tatsächlich auf eine verlangsamte Reparatur von DNS DSBs zurückzuführen 
war, oder ob die Glia – und Stammzellen so strahlensensitiv waren, dass sie anstatt 
Reparaturmechanismen, den programmierten Zelltod einleiteten. Um zu überprüfen ob die Zellen 
Apoptose einleiteten, wurde ein c Caspase-3 Assay durchgeführt. Caspase-3 ist eine Protease und 
gehört zu der Familie der Effektor-Caspasen die während der Apoptose entscheidend sind. Aktiviert 
wird die Caspase indem sie durch die Apoptose-initiator Caspase-8 gespaltet wird zur cleaved 
Caspase-3 (c Caspase-3)237. Ein Höhepunkt des programmierten Zelltodes wird nach 
Röntgenbestrahlung häufig zwischen 4 und 6 Stunden beobachtet238. Die Markierung der aktivierten 
Caspase-3 Proteine, als Nachweis der eingeleiteten Apoptose, erfolgte 4 h, 6 h und 8 h nach 
Bestrahlung in den neuronalen Stammzellen und Gliazellen (Abb. 43). 
 
Abbildung 43: Keine erhöhte Apoptose in den neuronalen Stamm- und Gliazellen nach 500 mGy Bestrahlung. 
Zellen wurden mit 500 mGy Röntgenstrahlung (A) oder abgeschirmt (B) bestrahlt. Die Abschirmung der Kontrollzellen 
erfolgte wie unter Kapitel 5.2.4 beschrieben mit Blei. 4 h, 6 h und 8 h nach Bestrahlung wurden die Zellen fixiert und das 
aktivierte Apoptoseprotein Caspase-3 nachgewiesen. Für jeden Datensatz pro Zelltyp wurden > 600 Zellen pro Versuch 
(n=3) ausgewertet. Aufgetragen ist der Mittelwert mit SEM. Es konnten keine Signifikanzen mit dem Tukey-
Mehrfachvergleichstest festgestellt werden; p> 0,1234 (ns). 
In keiner der Zelltypen konnte eine signifikant erhöhte Apoptoserate nach 500 mGy Bestrahlung 
festgestellt werden (Abb. 43 A). In den ersten sechs Stunden stieg der Prozentsatz der cleaved 
Caspase-3 positiven Zellen nach Bestrahlung nicht über 2,8 % (4 h: NSZ= 1,1±0,4 %, Astro.= 1,3±0,6 %, 
Oligo.= 1,1±0,2 %, 6 h: NSZ= 0,3±0,3 %, Astro.= 0,7±0,2 %, Oligo.= 1,8±0,2 %). Dies entsprach in etwa 
dem Prozentsatz der Kontrollfraktion (4 h: NSZ= 0,7±0,3 %, Astro.= 0,7±0,1 %, Oligo.= 1,3±0,4 %, 6 h: 
 
237 McIlwain et al. 2013; Nicholson et al. 1995; Fernandes-Alnemri et al. 1994. 
238 Loree et al. 2006; Watanabe et al. 2006; Chi et al. 2017; Weber und Barbaro 2006; Jani et al. 2016. 
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NSZ= 0,4±0,4 %, Astro.= 0,1±0,1 %, Oligo.= 1,3±0,2 %) (Abb.: 43 B). Auch nach 8 h erhöhte sich die 
Apoptoserate nach Bestrahlung nicht signifikant in den Glia- und Stammzellen [8 h 500 mGy: NSZ= 
2,8±1,5 %, Astro.= 1,7±1,0 %, Oligo.= 1,8±0,6 %, 8 h Kontrolle: NSZ= 0,8±0,2 %, p> 0,1234 (ns), Astro.= 
0,8±0 %, p> 0,1234 (ns), Oligo.= 0,6±0,2 %, p> 0,1234 (ns)]. Insgesamt konnte nachgewiesen werden, 
dass die Glia- und Stammzellen keine Apoptose nach 500 mGy Röntgenbestrahlung einleiteten. Dies 
erhärtete die Hypothese, dass die Neuronen eine verlangsamte Reparatur aufwiesen im Vergleich zu 
Astrozyten, Oligodendrozyten und neuronalen Stammzellen. 
5.3.4 Verbesserte Reparatur strahleninduzierter DNS DSBs in Neuronen nach Glutamat 
Behandlung 
Die unter Kapitel 5.2.8 angefertigten Immunfluoreszenzfärbungen der Neuronenkulturen zeigten, 
dass diese aus einer Mischung aus exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen bestanden. Sowohl 
Untereinheiten des NMDA- sowie des GABA-Rezeptors konnten nachgewiesen werden. Besonders 
stark war die Präsenz der NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors ebenso wie des AMPA-Rezeptors 
und dem dazugehörigen Bindeprotein PSD95, welches die Anzahl der AMPA Rezeptoren in der 
glutamatergen exzitatorischen Synapse kontrolliert und somit die Signaltransduktion verstärken 
kann239. Diese Beobachtungen ließen die Vermutung aufkommen, dass das Signalmolekül Glutamat, 
welches als hauptexzitatorischer Neurotransmitter im ZNS240 für das neuronale Zellüberleben eine 
entscheidende Rolle spielt241, ebenso Einfluss auf die Reparatur von strahleninduzierten DNS 
Doppelstrangbrüchen haben könnte242. 
Glutamat kommt im zentralen Nervensystem in unterschiedlichen Konzentrationen vor. Für viele 
Signalaktivierungen ist eine kurze erhöhte Konzentration des Neurotransmitters unerlässlich. Zu lang 
anhaltende, hohe extrazelluläre Konzentrationen führen hingegen zu schwerwiegenden zellulären 
Schäden, die unter dem Begriff Exzitotoxizität zusammengefasst werden243. Exzitotoxizität beschreibt 
den Vorgang der Überaktivierung von neuronalen Glutamatrezeptoren, in Folge dessen eine extrem 
erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentration zur Einleitung der Apoptose führt244. Aufgrund dessen 
ist die Zirkulation von Glutamat im intra- und extrazellulären Bereich präzise reguliert. Glutamat wird 
aktiv, durch die Proteinfamilie der exzitatorischen Aminosäuren-Transporter (EAATs: engl. excitatory 
amino acid transporters), aus dem synaptischen Spalt gegen seinen Konzentrationsgradienten ins 
Zytosol transportiert. Hauptsächlich werden diese von Astrozyten exprimiert, teilweise auch von 
 
239 Chen et al. 2000. 
240 Hertz 2006. 
241 Jansson und Åkerman 2014; Akaike 1994; Erecinska 1990; Brazel et al. 2005. 
242 Yang et al. 2011. 
243 Hardingham et al. 2002; Vanhoutte und Bading 2003; Xu et al. 2009. 
244 Churn et al. 1993; Choi et al. 1987; Akaike 1994; Olney 1982. 
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GABAergen Neuronen. Häufig sind die EAATs in kritischen Positionen nahe von glutamatergen 
Synapsen lokalisiert um eine Glutamatüberflutung zu verhindern245. In Astrozyten bzw. 
Oligodendrozyten wird das aufgenommene Glutamat in Abhängigkeit von ATP durch das Enzym 
Glutamin-Synthetase in Glutamin konvertiert. Sowohl Gliazellen als auch Neurone besitzen Glutamin-
Transporter. Im sogenannten Glutamin-Zirkel wird das gebildete Glutamin aus den Gliazellen 
transportiert und aus dem extrazellulärem Raum von Neuronen wieder aufgenommen um dort 
wieder in Glutamat umgewandelt zu werden. Neurone haben somit zwei Möglichkeiten Glutamat zu 
produzieren, entweder über den Recyclingweg durch die Glutamin-Konvertierung oder durch den 
eigenen Metabolismus, in welchem Glukose und Derivate von Aminosäuren zu Glutamat 
umgewandelt werden246. 
Im Zellsystem dieser Arbeit wurde den Neuronen ein Weg der Glutamatproduktion genommen. Da in 
der Neuronenkultur weder Astrozyten noch Oligodendrozyten vorhanden waren, konnte kein 
Glutamin-Zirkel entstehen. Die Neurone waren abhängig von der Glukose und den Aminosäuren im 
Medium und der zusätzlichen Gabe von Glutamat. Damit wurde ein System geschaffen das aktiv 
modifiziert werden konnte Ein spezifisch gesetzter Glutamatimpuls sollte in den Neuronen über die 
Aktivierung ihrer ionotropen Glutamatrezeptoren eine Signalkaskade auslösen, ohne dass Astrozyten 
die Möglichkeit hatten das zusätzliche Glutamat zuvor aus dem synaptischen Spalt zu transportieren. 
Im Folgenden sollte nun analysiert werden, ob die Aktivierung der Glutamatrezeptoren in den 
Neuronenkulturen einen positiven Einfluss auf die Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs zur 
Folge hatte. 
Der gesetzte Glutamatimpuls beinhaltete die Behandlung der Neuronenkultur mit 30 µM Glutamat 
und 10 µM Glyzin über Nacht. Die Zugabe von Glyzin war unerlässlich um NMDA-Rezeptoren zu 
aktivieren und damit den Ioneneinstrom (Calcium, Natrium, Kalium) in die Zelle zu ermöglichen247. 
Calcium dient als essentielles Signalmolekül zur Aktivierung verschiedenster Signalkaskaden248. Die 
Konzentration von 30 µM Glutamat ist in der Literatur als moderat beschrieben und sollte in den 
Neuronen nicht zur Exzitotoxizität führen249. Da allerdings der Glutamatimpuls über einen langen 
Zeitraum gesetzt wurde, musste im Vorfeld eine Zunahme der Apoptoserate bzw. eine Verminderung 
des Zellmetabolismus, durch die Glutamatbehandlung ausgeschlossen werden. Um dies zu 
gewährleisten wurde ein Apoptose- und ein MTT-Assay durchgeführt (Abb. 44 A, B). 
 
245 O'Shea 2002; Zheng et al. 2008. 
246 Erecinska 1990. 
247 Watkins und Evans 1981; Johnson und Ascher 1987. 
248 Berridge 2017; Krebs 2007. 
249 Woo et al. 2012; Zhang et al. 2019. 
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Abbildung 44 A zeigt keine signifikante Erhöhung des aktivierten c Caspase-3 Proteins 4 h, 6 h oder 
8 h nach einer Bestrahlung mit 500 mGy in den Neuronenkulturen [4 h: 500 mGy= 1,9±0,3 %, 
Kontrolle= 2,2±1,1 %, p> 0,1234 (ns), 6 h: 500 mGy= 1,5±0,3 %, Kontrolle= 0,9±0,5 %, p> 0,1234 (ns), 
8 h: 500 mGy= 1,7±0,1 %, Kontrolle= 1,6±0,3 %, p> 0,1234 (ns)]. Aus diesem Grund ist davon 
auszugehen, dass eine Bestrahlung mit einer Dosis von 500 mGy zu keinem Anstieg der Apoptoserate 
führte. Auch eine kombinierte über Nacht-Behandlung mit Glutamat und anschließender 
Röntgenbestrahlung (500 mGy) zeigte keine Erhöhung der Apoptoserate [4 h: Glu+ 500 mGy= 
0,8±0,2, p> 0,1234 (ns), 6 h: Glu+ 500 mGy= 0,8±0,1, p> 0,1234 (ns), 8 h: Glu+ 500 mGy= 2,4±0,5, 
p> 0,1234 (ns)]. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die gewählte Behandlung keine 
Exzitotoxizität auslöste. Der Zellmetabolismus wurde über die Fähigkeit der Kultur, den gelblichen 
Farbstoff MTT in blau-violettes Formazan umzuwandeln, überprüft. Dabei konnten keine 
behandlungsabhängigen Unterschiede in der Zellvitalität festgestellt werden (500 mGy= 0,98±0,05, 
Glu üN/ 500 mGy= 0,96±0,04, Glu üN= 1±0,05) (Abb. 44 B). 
Nachdem ausgeschlossen werden konnte, dass Glutamat- und/oder Röntgenstrahlung zur Apoptose 
oder einer Verminderung des Zellmetabolismus in den Neuronenkulturen führte, sollte das 
Reparaturverhalten analysiert werden. Dazu wurden verschiedene Behandlungsstrategien gewählt. 
Die erste Strategie beinhaltete genau einen Glutamatimpuls über Nacht mit anschließender 
Röntgenbestrahlung von 500 mGy. Die zweite Strategie bestand aus einem zweiten Glutamatimpuls, 
welcher direkt auf den ersten folgte und sowohl die 500 mGy Röntgenbestrahlung, als auch die 
Reparatur der strahleninduzierten DNS DSBs überdauerte (Abb. 44 C). 
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Abbildung 44: Glutamat steigerte die Reparatureffizienz von strahleninduzierten Doppelstrangbrüchen in Neuronen. 
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(A) Apoptose-Assay der reinen Neuronenkultur nach Behandlung mit Glu/ Gly und 500 mGy Bestrahlung, nur Bestrahlung 
und keiner Behandlung, aber mit Bleiabdeckung bestrahlt (Kontrolle). Pro Datensatz und Versuch (n= 3) wurden > 600 
Zellen ausgewertet. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Bedingungen mit dem Tukey-
Mehrfachvergleichstest festgestellt werden, p> 0,1234 (ns). (B) MTT-Assay der Neuronenkultur nach Behandlung mit Glu/ 
Gly üN und Bestrahlung, nur Bestrahlung bzw. nur Glu-Behandlung und keiner Behandlung, aber mit Bleiabdeckung 
bestrahlt (Kontrolle). MTT-Reagenz wurde kurz nach Bestrahlung hinzugegeben (Kontrolle n= 5, Glu üN n= 3, Glu üN/ 500 
mGy n= 4, 500 mGy n= 4). Es konnten keine Signifikanzen nach dem Einstichproben t-Test ermittelt werden; p> 0,1234 (ns). 
(C) Experimentierschema und Reparaturkinetik der 53BP1-Foci in Neuronen nach einer über Nacht Behandlung mit 
Glutamat und anschließender Bestrahlung ohne weiteren Glutamatimpuls (in Grün), mit weiteren Glutamatimpuls (in Blau) 
oder ohne jegliche Glutamatbehandlung (in Rot). Fixiert und die Anzahl der 53BP1-Foci wurden ermittelt zu den 
Zeitpunkten 30 min., 2 h, 4 h und 6 h. (D) Experimentierschema und Verlauf der Reparatur der glutamatinduzierten Foci. 
Neurone wurden über Nacht mit Glutamat behandelt und zu den Zeitpunkten 10 min., 0,5 h und 2 h fixiert und die Anzahl 
der 53BP1-Foci bestimmt. (E) Ausgezählte 53BP1-Foci nach der Behandlung der Neurone mit den Glutamatrezeptor-
Agonisten NMDA und Glutamat bzw. mit den NMDAR-Antagonisten MK801 und Ifenprodil, sowie mit dem Top2B Inhibitor 
Merbarone. (F) Experimentierschema und ausgezählte Foci in den Neuronen die üN mit Glutamat und MK801, sowie nach 
Bestrahlung mit 500 mGy mit beiden Agenzien behandelt wurden. (E - F) Ausgewertet wurden pro Datensatz > 160 Zellen in 
mind. drei voneinander unabhängigen Experimenten. Aufgetragen ist der normierte Mittelwert und SEM. Signifikanzen 
wurden durch den Kruskal-Wallis-Test ermittelt; p< 0,0021(**), p≤ 0,0001 (****). 
Erstaunlicherweise führten die Glutamat-Behandlungsstrategien zu konträren Ergebnissen. Während 
ein einmaliger Glutamatimpuls (über Nacht) zu einer signifikant verbesserten Reparatur der 
strahleninduzierten DNS DSBs führte, stieg die Anzahl der 53BP1-Foci erheblich in den 
Neuronenkulturen die permanent mit Glutamat behandelt wurden (Abb. 44 C). So wiesen die 
einmalig mit Glutamat behandelten Neuronenkulturen zu jedem Zeitpunkt der strahleninduzierten 
DSB-Reparatur signifikant weniger 53BP1-Foci auf, als die nicht mit Glutamat behandelte 
Neuronenkultur [2 h: 500 mGy= 4,8±0,1 Foci/ Zelle, Glu+ 500 mGy= 3,5±0,2 Foci/Zelle, p≤ 0,0001 
(****), 4 h: 500mGy= 3,7±0,1 Foci/ Zelle, Glu+ 500 mGy=1,3±0,1 Foci/Zelle, p≤ 0,0001 (****)]. Sodass 
zum 6 h-Zeitpunkt die glutamatbehandelten Neuronen nur noch 0,8±0,1 Foci pro Zelle aufwiesen, 
während es bei den unbehandelten, nur bestrahlten, dreimal so viele waren [2,4±0,1 Foci/ Zelle, p≤ 
0,0001 (****)]. Die permanent mit Glutamat behandelten Neurone zeigten hingegen zu jedem 
Zeitpunkt eine zusätzliche Erhöhung der 53BP1-Foci [30 min.: 500 mGy= 7,3±0,2 Foci/ Zelle, Glu 
perm.+ 500 mGy= 8,3±0,2 Foci/ Zelle, 2 h.: 500 mGy= s.o., Glu perm.+ 500 mGy= 6,4±0,2 Foci/ Zelle, 
p≤ 0,0001 (****), 4 h: 500 mGy= s.o., Glu perm.+ 500 mGy= 4,9±0,2 Foci/ Zelle, p< 0,0021(**),6 h: 
500 mGy= s.o., Glu perm.+ 500 mGy= 3,2±0,1 Foci/ Zelle]. 
Die Ergebnisse deuteten an, dass Glutamat selbst in der Lage war, Signalkaskaden zu aktivieren die 
wiederum DNS DSBs in Neuronen bildeten. Um diese Hypothese zu überprüfen wurden die 
Neuronenkulturen über Nacht mit Glutamat behandelt, der Glutamatimpuls durch das Wechseln des 
Mediums abgestoppt und die Zellen ohne Bestrahlung nach 10 min. bzw. 30 min. und 2 h fixiert 
(Abb. 44 D). Glutamat bewirkte die Induktion von 53BP1-Foci in Neuronen (10 min.: 1,3±0,1 
Foci/ Zelle). Diese induzierten Foci wurden schnell, innerhalb von 30 Minuten, fast vollständig 
repariert (0,4±0,1 Foci/ Zelle). Die Behandlung mit Glutamat führte somit einerseits selbst zur 
Induktion von DNS DSBs und gleichzeitig ermöglichte es eine signifikant effizientere Reparatur 
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strahleninduzierter DNS DSBs in Neuronen. Die Ergebnisse bestärkten die Hypothese, dass Glutamat 
einen positiven Effekt auf die Reparatur strahleninduzierter DNS DSBs in Neuronen hatte. 
Um herauszufinden über welchen Signalweg die Aktivierung von Glutamatrezeptoren die Induktion 
von DNS DSBs erzeugt, wurden Experimente mit spezifischen Agonisten und Antagonisten des 
glutamatergen Systems durchgeführt. Differenzierte Neuronenkulturen die über Nacht mit 
Glutamatagonisten, wie Glutamat/ Glyzin oder NMDA/ Glyzin behandelt wurden, wiesen eine 
signifikant erhöhte Induktion an 53BP1-Foci auf (Abb. 44 E). Durch die Steigerung der NMDA 
Konzentration konnte sogar eine dosisabhängige Foci Induktion beobachtet werden (30 µM NMDA/ 
10 µM Glyzin= 1,3±0,1 Foci/ Zelle, 50 µM NMDA/ 10 µM Glyzin= 1,95±0,1 Foci/Zelle). Die Behandlung 
der Neuronen mit MK801 (+Glu/ Gly) über Nacht hingegen, zeigte keine Steigerung der 53BP1-Foci 
[Kontrolle= 0,4±0,05 Foci/Zelle, 10 µM MK801(+Glu/ Gly)= 0,5±0,07 Foci/ Zelle]. MK801 ist ein 
spezifischer, nicht-kompetitiver Antagonist des NMDA-Rezeptors, der durch seine Bindung im 
inneren der Kanalpore den Einstrom von Ionen ins Zellinnere verhindert250. Interessanterweise wurde 
die Induktion von 53BP1-Foci auch durch den Einsatz von Ifenprodil inhibiert [25 µm Ifenprodil 
(+Glu/Gly)= 0,4±0,06 Foci/ Zelle]. Ifenprodil wirkt als nicht-kompetitiver Antagonist von NMDA-
Rezeptoren, die die spezielle Untereinheit NR2B aufweisen251. Dass die Induktion der DNS DSBs, trotz 
Behandlung mit Glutamat, durch den Einsatz des Topoisomerase II-beta (Top2B)-Inhibitors 
Merbarone252 inhibiert werden konnte, zeigte einen Zusammenhang zwischen glutamatergen System 
und Top2B (10 µM Merbarone (+Glu/ Gly)= 0,3±0,05 Foci/ Zelle). Das Enzym Top2B soll die Induktion 
von DNS DSBs in spezifischen Promotorregionen von so genannten immediate-early genes (IEGs) 
mediieren und damit ihre Transkription ermöglichen253. IEGs sind entscheidend für die neuronale 
Funktionalität254. 
Um zu überprüfen, ob die NMDA-Rezeptoren aus dem glutamatergen System verantwortlich für die 
effizientere Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs waren, wurden die Neuronenkulturen über 
Nacht mit MK801 und Glutamat/Glyzin behandelt. Bei Anwesenheit von MK801 konnte die vorher 
beobachtete effizientere Reparatur strahlungsinduzierter Schäden nach Glutamat-/Glyzinbehandlung 
aufgehoben werden [10 µm MK801 (+Glu/Gly): 2 h= 5,6±0,2 Foci/ Zelle, 4 h= 3,7±0,2 Foci/ Zelle, 6 h= 
1,7±0,1 Foci/ Zelle] (Abb. 44 F). Die Experimente weisen auf einen direkten Zusammenhang von 
NMDA-Rezeptor Aktivierung und verbessertem Reparaturverhalten nach Röntgenbestrahlung hin. 
Zusätzlich konnte mit dem Einsatz von Ifenprodil gezeigt werden, dass vermutlich ein spezieller 
 
250 Huettner und Bean 1988; Wong et al. 1986; Williams 1993; Anis et al. 1990. 
251 Legendre und Westbrook 1991; Williams 1993. 
252 Khelifa und Beck 1999. 
253 Madabhushi et al. 2015. 
254 Wang et al. 2014; Yoshimura et al. 2003. 
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NMDA-Rezeptor für die Aktivierung der Top2B verantwortlich ist. Im Folgenden wurden 
Immunfluoreszenzfärbungen angefertigt um die Expression der Untereinheiten der NMDA-
Rezeptoren zu untersuchen. Aus Abbildung 45 geht hervor, dass Neurone die essentielle NR1-
Untereinheit (UE), welche nötig ist um einen funktionalen NMDA-Rezeptor zu bilden, sowie die UE 
NR2A und NR2B exprimierten. 
Die Immunfluoreszenzfärbungen der NMDAR-Untereinheiten in den neuronalen Stammzellen aus 
Abbildung 45 deckten sich mit den Beobachtungen aus der Literatur. So exprimierten die Nachfolger 
der embryonalen Stammzellen, besonders stark die NR2A-und kaum die NR2B-UE, während die 
reifen Neurone beide NR2-Untereinheiten relativ ausgeglichen exprimierten. Aus der Literatur geht 
hervor, dass auch Gliazellen NMDAR Untereinheiten exprimieren, wobei besonders in Astrozyten die 
Tri-Heteromere (GluN1+ GluN2+ GluN3) Konfiguration überrepräsentiert sein soll255. Es konnte 
repräsentativ für die Gliazellen in den Astrozyten die NR1, sowie NR2A-UE nachgewiesen werden. 
NMDA-Rezeptoren mit einer NR2B-UE konnten hingegen nicht nachgewiesen werden (Abb. 45). 
 
255 Palygin et al. 2011; Palygin et al. 2010; Alsaad et al. 2019; Saab et al. 2016. 
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Abbildung 45: Immunfluoreszenzmarkierung der NMDA-Untereinheiten NR1, NR2A und NR2B in NSZ, Neuronen und 
Astrozyten. 
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Markiert wurde, für die Funktion essentielle Untereinheit, NR1 in Neuronen (rot), NSZ (rot) und Astrozyten (grün). Sowie 
die Untereinheiten NR2A, in Neuronen (rot), NSZ (rot) und Astrozyten (grün), und NR2B in allen Zelltypen (rot). Zusätzlich 
wurde das jeweils charakteristische Intermediärfilament markiert, für Neuronen MAP2 (grün) NSZ Nestin (grün) und 
Astrozyten GFAP (rot und grün). Die Zellkerne der NSZ und Deszendenten fluoreszieren aufgrund der Färbung mit 
Hoechst33342 in Blau. Die Größe der Maßstäbe beträgt 25 µm. 
Die Fluoreszenzfärbungen der Glia- und Stammzellen zeigten, dass sie NMDA-Rezeptoren 
exprimierten, allerdings nicht in der Vielfalt wie es bei den Neuronen der Fall war. So wiesen nur die 
Neurone eine deutliche Expression der NR2B-Untereinheit auf (Abb. 45). Es sollte überprüft werden, 
ob die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren mit der UE NR2B verantwortlich sind, für die Einleitung 
einer Signalkaskade, bei welcher DNS DSBs induziert werden, die wiederum hilfreich für die 
Reparatur von Strahlenschäden sind. Dafür wurde in Glia- und Stammzellen ebenfalls ein 
Glutamatimpuls über Nacht gesetzt und die Zellen daraufhin mit 500 mGy bestrahlt (Abb. 46). 
 
Abbildung 46: Glutamat steigerte nicht die Reparatureffizienz von strahleninduzierten DNS DSBs in Glia- und 
Stammzellen. 
(A) Reparaturverlauf strahleninduzierter DNS DSBs nach 500 mGy Bestrahlung (rot) und bei zu voriger Glutamatbehandlung 
über Nacht (grün) in NSZ und Gliazellen. Die Zellen wurden 0,5 h, 2 h, 4 h und 6 h nach Bestrahlung fixiert und die Anzahl 
der 53BP1-Foci bestimmt. Ausgewertet wurden pro Behandlung und Datensatz > 160 Zellen in unabhängigen Versuchen 
[Für Glu Behandlung üN (Abnahme) + 500 mGy: J1 NSZ n=3, Astrozyten n= 3, Oligodendrozyten n> 3, für 500 mGy: s. Abb. 
 
Kapitel II  106 
42 A]. Aufgetragen ist der Mittelwert mit entsprechendem SEM. (B) Anzahl an 53BP1-Foci nach über Nacht Behandlungen 
mit NMDA, Glutamat, MK801, Ifenprodil und Merbarone. Ausgewertet wurden je Behandlung und Zelltyp 40 Zellen (NSZ: 
n=3, Astrozyten: n>3, Oligodendrozyten: n=3). Signifikanzen wurden mit dem Kruskal-Wallis Test ermittelt; 
p≤ 0,0001 (****). 
Astrozyten und Oligodendrozyten die einen Glutamatimpuls über Nacht erhielten, reparierten die 
darauffolgenden strahleninduzierten DNS DSBs nicht effizienter als Zellen die keinen Glutamatimpuls 
erhalten hatten (Abb. 46 A). Ebenso führte ein moderat gesetzter Glutamatimpuls zu keiner 
Induktion von 53BP1-Foci, im Gegensatz zu den Neuronen (vgl. Abb. 44 E). Aus Abbildung 46 B ist 
ersichtlich, dass weder NMDA noch Glutamat in den Gliazellen oder Stammzellen eine Induktion von 
DNS DSBs auslösen konnte. Auch die glutamatergen Antagonisten MK801 und Ifenprodil zeigten 
keinen Effekt. Einzig Merbarone, der Inhibitor der Topoisomerase II-beta löste in den neuronalen 
Stammzellen eine erhöhte Foci Induktion aus [Kontrolle=0,15±0,04 Foci/ Zelle, 10 µM Merbarone 
(+Glu/ Gly)= 1,2±0,1 Foci/ Zelle, p≤ 0,0001 (****)]. Dieser Effekt beruhte auf der Eigenschaft von 
Merbarone in mitotischen Zellen durch Induktion von DNS DSBs den Zellzyklus zu verlangsamen und 
die Zellen in G2 Arrest zu halten256. 
Die Ergebnisse deuteten auf einen exklusiven Signalweg hin, welcher über die Aktivierung von 
NMDA-Rezeptoren mit der spezifischen UE NR2B eingeleitet wurde, durch die Aktivierung der Top2B 
zu einer Induktion von DNS DSBs führte, dadurch die Transkription von Genen ermöglicht wurde, die 
notwendig für eine effiziente Reparatur von Strahlenschäden in Neuronen waren. 
5.3.5 Protektiver Effekt Glutamats auf neuronale Spontanaktivität, welche durch 
Niedrigdosisbestrahlung reduziert wurde 
Aus einer vorausgegangenen Arbeit (Dr. Kerstin Rau257) war bekannt, dass Niedrigdosisstrahlung 
neben der Induktion von erheblichen Schäden in der DNS auch zu einer negativen Beeinträchtigung 
des funktionalen, neuronalen Netzwerkes führen kann. Daher sollte analysiert werden wie stark sich 
der Effekt der Niedrigdosisstrahlung auf die Spontanaktivität der Neuronenkultur auswirken würde 
und ob eine zu vorige Glutamatbehandlung den Negativeffekt abschwächen oder gar relativeren 
könnte. 
Mit Hilfe des Mikroelektrodenarrays (MEA) sollte die Spontanaktivität des neuronalen Netzwerkes, 
welches sich durch die Differenzierung der Stammzellen zu Neuronen entwickelt hatte, 
aufgezeichnet und bestimmt werden. Unter Kapitel 5.2.10 ist die Funktionsweise des MEA-Systems 
und die Kultivierung der Neuronenkulturen auf MEA-Chips beschrieben. Die Differenzierung der 
neuronalen Stammzellen umfasste einen Zeitraum von 13 Tagen, wobei an Tag 9 getestet wurde, ob 
die Kulturen Spontanaktivität zeigten. Kulturen die ein homogenes Wachstumsbild über die 
 
256 Wang et al. 2007; Fortune und Osheroff 1998. 
257 Kerstin Rau 2018. 
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Elektronen zeigten (Abb. 47) und Aktivitäten aufwiesen, deren Amplituden größer als 20 µV waren, 
wurden an Tag 10 mit oder ohne vorheriger Glutamatbehandlung, mit 500 mGy oder sham bestrahlt. 
An Tag 11 und 13 wurde in allen Gruppen die Veränderung der Spontanaktivität überprüft. 
Abbildung 47 zeigt den Differenzierungsverlauf von unterschiedlichen Neuronenkulturen auf MEA-
Chips. 
 
Abbildung 47: Differenzierung von Neuronenkulturen auf MEA-Chips. 
Repräsentative Durchlichtmikroskopiebilder adhärent wachsender Neuronenkulturen auf MEA-Chips an den 
Differenzierungstagen 9, 11 und 13. An Tag 9 wurden sie in die Gruppen: Kontrolle, Glutamat behandelt und bestrahlt und 
ausschließlich 500 mGy bestrahlt eingeteilt. Die Größe der Maßstäbe beträgt 50 µm. 
Die Differenzierung der Neuronen auf MEA-Chips führte nach 9 Tagen zu einer Bildung eines 
neuronalen Netzwerkes. Ein funktionales Netzwerk verfügt über die Fähigkeit Spontanaktivität 
auszubilden, wobei Spontanaktivität sich durch die Veränderung des Membranpotentials äußert und 
so extrazellulär abgeleitet werden kann258. Nur Neurone die über ein synaptisches System und eine 
entsprechende Konnektivität verfügen weisen Spontanaktivität auf. Es wurden nur 
 
258 van Pelt et al. 2004; Chiappalone et al. 2007; Buzsáki und Draguhn 2004. 
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Neuronenkulturen auf ihre Spontanaktivität untersucht, die über die gesamte Differenzierungszeit 
konfluent und stabil wuchsen und keine apoptotischen Merkmale, wie abgerundete und lose 
Zellkörper, aufwiesen. Gemessen wurde die Spontanaktivität wie unter Kapitel 5.2.10 beschrieben, 
für jede der 59 Elektroden einzeln, unter Berücksichtigung eines angelegten Schwellenwertes, der 
auf der Höhe der vierfachen Standardabweichung des Rauschens lag. Jedes Ereignis welches den 
Schwellenwert überschritt, wurde als Spontanaktivität (Spike) gewertet. In Abbildung 48 sind zur 
vereinfachten Darstellung der Spontanaktivität, repräsentative Rasterplots der drei Versuchsgruppen 
abgebildet. Diese vermitteln nicht nur einen Eindruck über die Stärke der Aktivität in der 
Neuronenkultur, sondern ebenso über die Synchronität der detektierten Ereignisse. 
 
Abbildung 48: Repräsentative Rasterplots zeigen Aktivitätsminderung nach Bestrahlung und protektiven Effekt durch 
Glutamatbehandlung. 
Dargestellt sind die in 59 Elektronen ermittelten Ereignisse (Spikes) aufgetragen gegen die Zeit (60 s). Jedes Ereignis welches 
den Schwellenwert (4-fache SD des Rauschens) überschritt, wurde als Spontanaktivität (Spike) gewertet. 
Aus den Rasterplots konnte eine regelmäßige, teils synchrone Aktivität der Neuronenkulturen aus 
der Kontroll- und der mit Glu + 500 mGy bestrahlten-Behandlungsgruppe beobachtet werden 
(Abb. 48). Die ausschließlich bestrahlte Gruppe hingegen wies ein erhebliches Defizit in der 
Generierung von Spontanaktivität bei fast allen Elektroden auf. Eine Synchronität der Aktivitäten war 
aufgrund der geringen Anzahl an Ereignissen nicht feststellbar. 
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Die Rasterplots verweisen auf zwei Effekte. Zum einen schien die Bestrahlung mit 500 mGy an 
Differenzierungstag 10 die Spontanaktivität der Neuronenkultur an Tag 13 erheblich zu vermindern 
und zum anderen wirkte die Behandlung mit Glutamat an Tag 9 der strahleninduzierten Verringerung 
der Aktivität entgegen. Für eine Quantifizierung des, durch die Bestrahlung und Glutamat 
induzierten, Effektes auf die Neuronenkulturen wurde die Anzahl der aktivierten Kanäle, die Anzahl 
der Spikes sowie deren Amplituden innerhalb von 100 Sekunden an den Differenzierungstagen 9, 11 
und 13 gemessen (Abb. 49). 
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Abbildung 49: Protektiver Effekt durch Glutamatbehandlung auf Spontanaktivität und Amplitudengröße in 
Neuronenkulturen. 
(A) Experimentierschema. Neurone wurden an Differenzierungstag 9 gemessen und ein Teil davon mit Glutamat behandelt. 
An Tag 10 wurde das alte Medium durch frisches Medium, ohne Agenzien ersetzt und die Zellen sham bzw. mit 500 mGy 
bestrahlt. An Differenzierungstag 11 und 13 erfolgten weitere Messungen. (B) Durchschnittliche Anzahl der Elektroden, die 
Spontanaktivität aufzeichnen konnten. (C) Durchschnittliche Anzahl an aufgezeichneten Spikes innerhalb einer Messung 
(100 s) (links) und normiert auf die durchschnittliche Anzahl an Spikes an Differenzierungstag 9 (rechts). 
(D) Durchschnittlichen Größe der aufgezeichneten Amplituden in µV (links) und normiert auf die Amplitudengrößen an 
Differenzierungstag 9 (rechts). Ausgewertet wurden insgesamt für die Behandlungsgruppen: Kontrolle n= 7, 500 mGy n= 6, 
Glu + 500 mGy n= 5 (Anzahl der MEA-Chips aus drei voneinander unabhängigen Versuchsansätzen). Insgesamt wurden 85 % 
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der Elektroden ausgewertet. Signifikanzen wurden durch den Kruskal-Wallis Test ermittelt; p< 0,0002 (***), 
p≤ 0,0001 (****). 
Abbildung 49 A zeigt das Experimentierschema für die Messung der Spontanaktivität der reinen 
Neuronenkulturen. Die Neuronen wurden an Differenzierungstag 9 gemessen, ein Teil von ihnen 
daraufhin mit Glutamat behandelt und an Tag 10 wurden alle MEA-Chips sham bzw. mit 500 mGy 
bestrahlt. Weitere Messungen der Spontanaktivität folgten an den Differenzierungstagen 11 und 13. 
Aus Abbildung 49 B ist ersichtlich, dass es keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der 
aktivierten Kanäle gab, weder über die Differenzierungszeit hinaus noch unter den 
Behandlungsgruppen. Die Anzahl der aufgezeichneten Spontanaktivitäten (Spikes) hingegen stieg in 
allen Behandlungsgruppen von Differenzierungstag 9 zu 11 an. Allerdings war der Anstieg in der 
bestrahlten Probe minimal und sank sogar am Differenzierungstag 13 (500 mGy: Tag 9 Ø= 45,4±4,8 
Spikes/ 100 s, Tag 11 Ø=74,62±6 Spikes/ 100 s, Tag 13 Ø= 39,2±4,5 Spikes/ 100 s). Dagegen führte 
eine vor der Bestrahlung durchgeführte Glutamatbehandlung zu einem kontinuierlich über die 
Differenzierungszeit verlaufenden Anstieg der Aktivität (Glu+ 500 mGy: Tag 9 Ø= 48,2±6 Spikes/ 
100 s, Tag 11 Ø=304,3±34 Spikes/ 100 s, Tag 13 Ø= 781,6±46 Spikes/ 100 s) (Abb. 49 C links). 
Da sich die Höhe der Spontanaktivitäten der Neuronenkulturen an Tag 9 unter den 
Behandlungsgruppen unterschieden (Tag 9: Kontrolle Ø=61,2±11 Spikes/ 100 s, 500 mGy Ø= s.o., 
Glu+ 500 mGy Ø= s.o.), wurde die Anzahl der Spikes, welche an Tag 11 und 13 gemessen wurden auf 
die jeweilige Spikeanzahl des 9. Differenzierungstages normiert (Abb. 49 C rechts). Die 
Neuronenkultur die bestrahlt wurde, wies signifikant weniger Spikes an Differenzierungstag 13 auf 
als die Kontrollgruppe [(Kontrolle relative Änderung Ø=5,8±0,07, 500 mGy relative Änderung 
Ø=0,86±0,1, p≤ 0,0001 (****)]. Die Bestrahlung verringerte die Aktivität der Neurone nachhaltig (Tag 
13: Kontrolle Ø= 355±24 Spikes/ 100 s, 500 mGy Ø= 39,2±4,5 Spikes/ 100 s). Interessanterweise 
konnte der Effekt der Bestrahlung durch eine zu vorige Glutamatbehandlung verhindert werden (Tag 
13: Glu+ 500 mGy Ø= 781,6±46 Spikes/ 100 s). Die Anzahl der gemessenen Spikes der 
glutamatbehandelten Gruppe, war signifikant höher als die der bestrahlten an Tag 13 [relative 
Änderung Ø= 16,2±0,06 Spikes/ 100 s p≤ 0,0001 (****)]. Auch die Größe der Amplitude der 
gemessenen Spikes wurde durch die Bestrahlung erheblich verringert (Tag 13: 500 mGy Ø= 28,9±1 
µV, Kontrolle Ø= 51,2±1,5 µV). Gleichermaßen konnte eine zu vorige Behandlung mit Glutamat 
diesen Effekt verhindern (Glu+ 500 mGy Ø= 42,5±0,9 µV) (Abb. 49 D links). Die gemessenen 
Amplitudengrößen der Differenzierungstage 11 und 13 wurden wie die Anzahl der 
Spontanaktivitäten auf den Differenzierungstag 9 normiert um die Vergleichbarkeit zu erhöhen. Die 
Amplitudengröße der bestrahlten Neurone war im Vergleich zu den Kontrollen und den mit 
Glutamatbehandelten, bestrahlten Proben, signifikant verringert am Differenzierungstag 13 
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[Kontrolle relative Änderung Ø= 2,04±0,03, 500 mGy relative Änderung Ø= -1,4±0,04, Glu+ 500 mGy 
relative Änderung Ø= 1,87±0,02, p≤ 0,0001 (****)] (Abb. 49 D rechts). 
Die Experimente unterstützten die Hypothese, dass Glutamat einen schützenden Effekt auf die 
Netzwerkaktivität hatte, die durch Bestrahlung verringert wurde. Um ausschließen zu können, dass 
die verringerte Spontanaktivität der 500 mGy bestrahlten Proben auf Apoptose zurückzuführen war, 
wurden MTT-Assays, nach dem gleichen Experimentierschema und Zeitplan wie die 
Spontanaktivitäts-Messungen am MEA-System, durchgeführt (Abb. 50). 
 
Abbildung 50: Keine veränderte Zellvitalität der Neuronen nach Glutamatbehandlung, und, oder 500 mGy Bestrahlung. 
(A) Experimentierschema der MTT-Assays. Ein Teil der Neurone wurde an Differenzierungstag 9 mit Glutamat behandelt, an 
Tag 10 wurden alle sham bzw. mit 500 mGy bestrahlt und an Tag 11 die MTT Assays durchgeführt. (B) Repräsentative 
Durchlichtmikroskopiebilder wurden an Differenzierungstag 10 aufgenommen. Die Größe des Maßstabbalkens entspricht 
100 µm. (C) Relative Zellvitalität der Neuronen. Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert mit SEM. Es konnten keine 
signifikanten Unterschiede mit dem Einstichproben t-Test ermittelt werden; p> 0,1234 (ns). 
Die Neuronenkulturen wurden entweder an Differenzierungstag 9 mit Glutamat behandelt und an 
Tag 10 mit 500 mGy bzw. sham bestrahlt oder ausschließlich an Tag 10 sham bzw. 500 mGy bestrahlt 
und die relative Zellvitalität an Tag 11 gemessen (Abb. 50 A). Die Zelldichte wurde an Tag 10 optisch 
mit dem Durchlichtmikroskop JuLI™ überprüft. Die Zellen aus allen Behandlungsgruppen 
unterschieden sich in ihrer Konfluenz und Morphologie am 10. Differenzierungstag nicht (Abb. 50 B). 
Am 11. Differenzierungstag wurde die Zellvitalität überprüft. Es konnten keine signifikanten 
Unterschiede festgestellt werden (Abb. 50 C). Die Ergebnisse des MTT-Tests zeigten, dass keine 
Apoptose oder Nekrose für die Verringerung der Spontanaktivität in den Neuronenkulturen 
verantwortlich war. Die Hypothese, dass Niedrigdosisröntgenstrahlung zu einer Beeinträchtigung der 
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Funktionalität des neuronalen Netzwerkes führte und dass Glutamat protektiv gegen diese 
Schädigungen wirkte, erhärtete sich damit. 
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5.4 Diskussion Kap II 
Im zweiten Kapitel dieser Arbeit sollten die kurzfristigen Effekte von Niedrigdosisbestrahlung auf das 
neuronale System untersucht werden. Die murine in vitro Zelllinie J1 diente dabei als Modellsystem 
für ein neuronales Netzwerk. Der Minimalismus dieser Zelllinie ermöglichte es, die Hauptzelltypen 
des neuronalen Netzwerkes, neuronale Stammzellen, Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten 
unabhängig voneinander auf ihre Strahlensensitivität zu analysieren. Dafür wurden in zehntägigen 
Differenzierungsprozessen aus den murinen Stammzellen homogene Neuronen-, Astrozyten- und 
Oligodendrozytenkulturen generiert (Abb. 35, 36, 37, 39). Im besonderen Fokus stand die 
Zusammensetzung der Neuronenkultur. Durch Immunfluoreszenzfärbungen konnte gezeigt werden, 
dass diese sowohl glutamaterge als auch GABAerge Rezeptoren sowie PSD95 und Synaptophysin 
exprimieren. Damit erfüllte die Neuronenkultur die nötigen Voraussetzungen, um ein erregbares 
Netzwerk zu bilden, welches auf äußere Signale sensitiv reagieren konnte. 
5.4.1 Verzögerte Reparatur von strahleninduzierten DNS Doppelstrangbrüchen in Neuronen 
Die Bestrahlung mit 500 mGy Röntgenstrahlung löste sowohl in den Stammzellen als auch in den 
Deszendenten die Induktion von DNS Doppelstrangbrüchen (DSBs) aus, welche über die Zeit repariert 
wurden. Der Reparaturverlauf wurde über die Abnahme von 53BP1-Foci verfolgt. 53BP1 ist ein 
entscheidendes Reparaturprotein der nicht-homologen Endverknüpfung (NHEJ). Durch dessen 
schnelle Rekrutierung an Bruchenden von DNS DSBs, schützt es die Enden vor der 
Resektionsmaschinerie der homologen Rekombination (HR) und trägt damit dazu bei, den 
Reparaturweg NHEJ über die HR zu favorisieren259. 53BP1 bildet durch die verstärkte Rekrutierung 
weiterer 53BP1-Proteine an das Bruchende einen Focus, welcher durch Immunfluorenzenzfärbungen 
sichtbar gemacht werden kann. Dabei entspricht ein Focus einem DNS DSB260. Die Ergebnisse der 
Niedrigdosisbestrahlung zeigten signifikante Diskrepanzen im Reparaturverlauf der Neuronen im 
Vergleich zu den übrigen Zelltypen. Interessanterweise reparierten sowohl die Stammzellen als auch 
die Astrozyten und Oligodendrozyten 50 % der strahleninduzierten DNS DSBs innerhalb von ca. 2 h (s. 
Abb. 42 C - E). Die Neuronen benötigten hingegen doppelt so viel Zeit, um 50 % der 
strahleninduzierten DNS DSBs zu reparieren. Nach 6 h verblieben immer noch 33 % der DNS DSBs in 
der homogenen Neuronenkultur (s. Abb. 42 B). Dass Neurone strahleninduzierte Schäden verzögert 
reparieren, konnte schon zuvor beobachtet werden. So zeigten Gobbel und Kollegen 1998, dass 
kortikale Neurone aus der Ratte nach Bestrahlung mit einer Dosis von 32 Gy im Vergleich zu 
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Astrozyten eine stark verlangsamte DNS DSB-Reparatur aufweisen261. Zudem konnte festgestellt 
werden, dass die Effizienz des NHEJ-Reparaturweges mit steigendem Alter der Neurone sinkt. So 
reparieren Neurone, die aus jungen Ratten (0 - 4 Tage) entnommen wurden, DNS DSBs effizienter als 
Neurone aus adulten Tieren (3 – 6 Monate) und erheblich effizienter als Neurone aus alten Tieren (2 - 
3 Jahre)262. Postmitotische Zellen können prinzipiell massivere DNS-Schäden besser tolerieren, wenn 
diese Schäden an Stellen des Genoms auftreten, die nicht mehr transkribiert werden263. Andererseits 
können Akkumulationen von DNS-Schäden weitreichende Folgen für die Funktion der Zelle haben. 
Besonders adulte Neurone, die eine hohe Metabolismusaktivität aufweisen264, einen Großteil ihres 
Genoms transkribieren265 und ein Leben lang funktional sein müssen266, werden durch 
Akkumulationen von DNS Schäden gefährdet. Ein Zusammenhang zwischen DNS-Schäden in 
Neuronen und der Entwicklung neurodegenerativer Krankheiten konnte in den letzten Jahren 
hergestellt werden267. 
5.4.2 Die Aktivierung des glutamatergen Systems induziert DNS DSBs und verbessert simultan 
die Reparatur strahleninduzierter DNS DSBs in Neuronen 
Die Experimente deuten auf einen exklusiven Signalweg für die Reparatur von DNS DSBs in Neuronen 
hin. Um diesen Signalweg zu aktivieren, wurde der hauptexzitatorische Neurotransmitter im ZNS, 
Glutamat, gewählt268. Glutamat spielt für das neuronale Zellüberleben eine entscheidende Rolle269 
und steht im Verdacht, die DNS DSB Reparatur zu stimulieren270. Tatsächlich führte die Behandlung 
der homogenen Neuronenkultur mit Glutamat zu einer signifikant verbesserten Reparatur der 
strahleninduzierten DNS DSBs. Dieser Effekt trat nur nach einer Impulsbehandlung über Nacht auf. 
Eine dauerhafte Behandlung mit Glutamat hatte zur Folge, dass neben den strahleninduzierten DNS 
DSBs zusätzliche Brüche generiert wurden (s. Abb. 44 C). Die Behandlung der Neurone mit Glutamat 
ohne anschließende Röntgenbestrahlung führte zur Aktivierung von Signalkaskaden, die die 
Erzeugung von DNS DSBs bewirkten. Dass die Aktivierung des glutamatergen Systems DNS DSBs 
auslösen kann, wurde bereits in vorangegangen in vitro und in vivo Studien beschrieben271. Der dabei 
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entscheidende Faktor ist das Enzym Topoisomerase II-beta (Top2B), welches hauptsächlich in 
postmitotischen Zellen exprimiert wird. Top2B induziert vorübergehende DNS DSBs, um den 
topologischen Stress, der durch das Aufwinden der DNS für die Transkriptionsmaschinerie entsteht, 
zu minimieren272. Eine weitere Funktion der Top2B ist das Setzen von DNS DSBs in Promotorregionen 
von so genannten immediate early genes (IEGs), die daraufhin transkribiert werden. Madabhushi und 
Kollegen konnten 2015 zeigen, dass durch die Aktivierung des glutamatergen Systems Top2B aktiviert 
wird und die Transkription der IEGs steigt273. IEGs sind essentiell für die neuronale Funktionalität, 
weshalb eine beeinträchtigte Expression zu schwerwiegenden kognitiven Dysfunktionen führen 
kann274. Zudem gibt es Anhaltspunkte, dass Top2B, durch die Stabilisierung von NHEJ-
Reparaturproteinen direkt in der Reparatur von ROS induzierten DNS DSBs involviert ist275. 
Tatsächlich verhinderte die Behandlung mit dem Top2B-Inhibitor Merbarone die Glutamat-mediierte 
Induktion von DNS DSBs. Interessanterweise wurde die Induktion von DNS DSBs ebenso inhibiert, 
wenn die Neuronenkulturen mit dem NMDAR-Inhibitor MK801276 bzw. dem spezifischen NR1/NR2B-
Inhibitor Ifenprodil277 behandelt wurden (s. Abb. 44 E). Die Behandlung mit dem Agonisten NMDA 
initiierte hingegen die Induktion von DNS DSBs. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die 
Induktion von DNS DSBs über die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren ausgelöst wird, genauer gesagt 
über die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren mit der Untereinheit NR2B. Unterstützend zeigten 
Immunfluoreszenzfärbungen die starke Expression der NR1, NR2 und NR2B Untereinheiten in den 
homogenen Neuronenkulturen (s. Abb. 45). 
NMDA-Rezeptoren können aus verschiedenen Untereinheiten (UEs) aufgebaut sein, wobei die NR1-
UE essentiell für einen funktionierenden Rezeptor ist278. Die NR2B-UE soll insbesondere in den 
extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren vorkommen und mit der Einleitung des programmierten 
Zelltodes im Zusammenhang stehen, während synaptische NMDA-Rezeptoren, bei denen es sich 
hauptsächlich um Di-Heteromere aus NR1-UEs und NR2A-UEs handelt, die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors CREB (engl. cAMP response element-binding protein) und folglich pro-
Überlebens Signalkaskaden begünstigen sollen279. Allerdings ist die Aussage, dass alle 
extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren pro-apoptotisch und alle synaptischen NMDA-Rezeptoren anti-
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apoptotisch wirken, stark simplifiziert und überholt280. So wurde ebenso gezeigt, dass die Inhibition 
der NR2B-UE durch Ifenprodil zu einer verminderten Überlebensrate bis hin zum Zelltod von 
Neuronen führen kann281. Zudem ist das Vorkommen und der Aufbau von NMDA-Rezeptoren in 
Neuronen weitaus komplexer und diverser, so gibt es neben diheteromeren NMDA-Rezeptoren auch 
triheteromere NMDA-Rezeptoren, die aus zwei Kopien der essentiellen NR1-UE und je einer Kopie 
der Untereinheiten NR2A und NR2B bestehen282. So ist die NMDAR Zusammensetzung während der 
Entwicklung vom embryonalen zum adulten Gehirn extrem variabel. Während im embryonalen 
Gehirn nur NMDA-Rezeptoren mit den Untereinheiten NR2B und NR2D gebildet werden, kommt es 
im frühen postnatalen Gehirn zu einer Umwälzung, woraufhin die Expression der NR2A-UE 
dominiert. Im adulten Gehirn und dort besonders in den höheren Gehirnstrukturen wie dem 
Hippocampus, ist die Expression der Untereinheiten NR2B und NR2A ausgeglichen. Dies unterstreicht 
die Bedeutsamkeit der NMDA-Rezeptoren für die synaptische Plastizität283. 
Tatsächlich bewirkte die Inhibition der NMDA-Rezeptoren mit MK801 eine Aufhebung der 
verbesserten Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs in den Neuronenkulturen (s. Abb. 44 F). 
Die Ergebnisse deuten auf einen NMDAR-mediierten Signalweg hin, bei welchem das Enzym Top2B 
aktiviert wird, welches gezielt DNS DSBs setzt, um die Transkription von Überlebensgenen zu 
ermöglichen, die wiederum essentiell für die effektive Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs 
sind. 
5.4.3 NMDAR-mediierter Signalweg führt zur Verbesserung der Reparatur strahleninduzierter 
DNS DSBs - einzigartig in Neuronen 
Die Lokalisation und die Untereinheiten-Zusammensetzung der NMDA-Rezeptoren bestimmt, welche 
zellulären Signalkaskaden durch die Rezeptoraktivierung initiiert werden. Die strukturelle 
Vielfältigkeit der in Neuronen gefundenen NMDA-Rezeptoren spiegelt daher deren enorme 
Bedeutung für die Funktionalität von Neuronen wider. NMDA-Rezeptoren werden allerdings ebenso 
von Glia- und Stammzellen exprimiert. So konnten in dieser Arbeit in Stamm- und Gliazellen die 
essentielle NMDAR Untereinheit NR1 sowie die Untereinheit NR2A nachgewiesen werden (s. Abb. 
45). Aus der Literatur geht hervor, dass NMDA-Rezeptoren stark im sich entwickelnden, als auch im 
adulten Gehirn exprimiert werden284. Allerdings werden die NMDA-Rezeptoren erst später 
funktional. Dies bedeutet, dass messbare Ca2+-Ströme und daraus resultierende 
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Membrandepolarisierungen erst auftreten, wenn die Stammzellen zu jungen, migrierenden 
Neuronen differenziert sind285. Ca2+-getragene Signalwege werden in Stammzellen von 
calciumpermablen AMPA-Rezeptoren realisiert286. Das besondere an diesen AMPA-Rezeptoren ist 
ihre nicht Q/R-editierte Untereinheit GluA2. Durch die fehlende Editierung sind AMPA-Rezeptoren, 
die die Untereinheit GluA2 tragen, calciumpermabel. Erst im Laufe der Entwicklung erfolgt die Q/R-
Editierung, wodurch die AMPA-Rezeptoren calciumimpermeabel werden287. Der Ca2+-Einstrom 
erfolgt dann hauptsächlich über die NMDA-Rezeptoren288.  
Gliazellen exprimieren hauptsächlich den ionotropen Glutamatrezeptor AMPA289. Dabei bestehen 
gliogene AMPA-Rezeptoren hauptsächlich aus den Untereinheiten GluR1, 3 und 4. Die Untereinheit 
GluR2 wird kaum exprimiert, wodurch AMPA-Rezeptoren in neuronalen Astrozyten und 
Oligodendrozyten calciumdurchlässig sind290. Die Expression funktionaler NMDA-Rezeptoren in 
Gliazellen wurde hingegen lang kontrovers diskutiert. Letztendlich konnten in aus kortikalen 
Schnitten isolierten Astrozyten NMDA-induzierte und durch den spezifischen NMDA-Rezeptor 
Blocker MK801 inhibierbare Calciumströme elektrophysiologisch nachgewiesen werden291. NMDAR-
mediierte Ströme konnten ebenfalls in Oligodendrozyten beobachtet werden292. Auch in der 
vorliegenden Arbeit konnten die Untereinheiten NR1 und NR2 des NMDA-Rezeptors via 
Immunfluoreszenzfärbung in Gliazellen nachgewiesen werden (Abb. 45). 
Weder in neuronalen Stammzellen noch in Gliazellen konnte eine verbesserte Reparatur von 
strahleninduzierten DNS DSBs beobachtet werden (Abb. 46 A). Ebenso wurden keine DNS DSBs durch 
die Aktivierung des glutamatergen Systems induziert (Abb. 46 B). Die Aktivierung der Top2B durch 
den NMDAR-mediierten Ca2+-Einstrom und die damit einhergehende verbesserte Reparatur von 
strahleninduzierten DNS DSBs, stellt somit einen exklusiv in Neuronen vorkommenden Signalweg dar. 
Der Top2B-mediierte Signalweg ist für die Physiologie von Neuronen in vielerlei Hinsicht von 
Bedeutung. Durch die Aktivierung des glutamatergen Systems werden Brüche in Promotorregionen 
von IEGs wie c-Fos oder Egr1 gesetzt, wodurch die räumliche Nähe und damit die Interaktion 
zwischen Promotor- und Enhancerregion ermöglicht wird. Dies führt letztendlich zur Transkription 
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der IEGs293. Das IEG c-Fos wird in Fibroblasten nach UV Bestrahlung stark exprimiert und soll 
maßgeblich bei der Regulation der Schadensantwort gegen den genotoxischen Effekt der UV-
Strahlung beteiligt sein294. Zellen, die kein c-Fos exprimieren können, sind hypersensitiv gegenüber 
Röntgenstrahlung295. Zusätzlich konnte in Gliomzellen eine bestehende Radioresistenz auf die 
Überexpression von c-Fos zurückgeführt werden296. Es ist demnach denkbar, dass die Transkription 
von IEGs wie c-Fos zu einer Unterstützung der DNS-Schadensantwort in Neuronen führen kann. In 
erster Linie steht die Transkription von IEGs allerdings im Zusammenhang mit der synaptischen 
Plastizität. So konnte gezeigt werden, dass die Expression von c-Fos spezifisch mit dem Lernen in 
Verhaltenstests korreliert297. Hingegen ist die Egr1 Expression bei neuronaler Aktivität kontinuierlich 
erhöht298 und mediiert die Expression von einigen late response genes, die besonders während des 
Wachstums und für die Plastizität des neuronalen Netzwerkes entscheidend sind299. Eine 
Disharmonie in der Expression von IEGs führt zu neurologischen Krankheiten wie Depression, 
Schizophrenie und Angstzuständen300. 
5.4.4 Protektiver Effekt Glutamats auf die Spontanaktivität von Neuronen 
Die funktionale Integrität des neuronalen Netzwerkes ist von vielen Faktoren abhängig und wird von 
ebenso vielen Faktoren moduliert. Ionisierende Strahlung gefährdet dieses System. Selbst 
Niedrigdosisstrahlung kann zu einer Beeinträchtigung der neuronalen Aktivität führen301. 
Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass Glutamat einen positiven Effekt auf die 
Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs hat, sollte die physiologische Relevanz dieses Effektes 
auf die Funktionalität des neuronalen Netzwerkes überprüft werden. Als Indikator für neuronale 
Aktivität wurde die Spontanaktivität der Neuronenkultur untersucht. Spontanaktivität tritt schon in 
der frühen embyronalen Neurogenese auf und verstärkt sich während der Differenzierung von 
Vorläuferzellen zu adulten Neuronen302. Dabei reguliert die Spontanaktivität positiv die 
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Synaptogenese303 und das Zellüberleben304. In einem funktionalen reifen Netzwerk treten sowohl 
spontan- als auch Signal-initiierte Aktionspotentiale auf305. 
Tatsächlich bewirkte die Bestrahlung mit 500 mGy eine signifikante Reduktion der Spontanaktivität in 
der Neuronenkultur. Gleichzeitig reduzierte die Niedrigdosisbestrahlung auch die Amplitudenstärke 
der ausgewerteten Signale. Eine gestörte Signalweiterleitung kann schwerwiegende neurologische 
Krankheiten zur Folge haben, wie Alzheimer306, Schizophrenia307 und Depression308. In diesem 
Kontext besonders interessant war die Beobachtung, dass die Impulsbehandlung mit Glutamat die 
strahleninduzierte Reduktion der Spontanaktivität verhinderte. Neben der Spontanaktivität konnte 
durch den Einsatz von Glutamat auch die Amplitude der Spontanereignisse aufrechterhalten werden. 
Glutamat verhinderte nicht nur die Effekte der Röntgenbestrahlung in den homogen 
Neuronenkulturen, sondern verstärkte die Spontanaktivität erheblich gegenüber der Kontrolle 
(s. Abb. 49 C, D). 
Glutamat bewirkt demnach nicht nur eine effektivere Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs, 
sondern verhindert eine strahleninduzierte Reduktion der neuronalen Aktivität der Neuronenkultur. 
Ein Mechanismus, der diesen Effekte erklären könnte, wurde erst vor ein paar Jahren in Neuronen 
näher beschrieben. Dabei soll neuronale Aktivität und die damit einhergehende Aktivierung des 
glutamatergen Systems zu Transkription spezifischer immediate early genes (IEGs) führen309. Dabei 
involviert ist das Enzym Topoisomerase II-beta, welches gezielt DNS Doppelstrangbrüche in 
Promotorregionen von IEGs wie BDNF setzt und so Raum für die Transkritptionsmaschinerie schafft 
(s. Abb. 31)310. Das transkribierte Neurotrophin BDNF bindet hochspezifisch und selektiv an den TrkB 
Rezeptor311. Durch dessen Aktivierung werden eine Reihe an intrazellulären Signalkaskaden initiiert, 
welche das Zellüberleben unterstützen312. Eine Hochregulation des Wachstumsfaktors BDNF steht 
daher im engen Zusammenhang Neurone vor dem Zelltod und Degeneration zu schützen313. Zudem 
wirkt BDNF durch die Regulation der DNS-Schadensantwort neuroprotektiv314. 
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Eine Behandlung mit Glutamat über Nacht hätte demzufolge den Effekt, dass die DNS-
Schadensantwort hochreguliert und strahleninduzierte DNS DSBs dadurch effektiver repariert 
werden. Eine effektivere Reparatur von DNS DSBs bewahrt die Neurone nicht nur vor dem Zelltod, 
sondern schützt gleichzeitig ihre Funktionalität (= Spontanaktivität) im Netzwerk. Der 
neuroprotektive Effekt des Transmitters Glutamat könnte so strahleninduzierten Schäden und deren 
Langzeitfolgen entgegenwirken. 
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6 Diskussion 
Die Entwicklung und Ausreifung des Gehirns ist mit der Geburt nicht abgeschlossen. So besteht eine 
lebenslange Integration junger Neurone in das neuronale Netzwerk315. Diese postnatale, adulte 
Neurogenese, kann positiv oder negativ moduliert werden. Positiv, unter anderem durch physische 
Aktivität316 und einer abwechslungsreichen, stimulierenden Umgebung317. Negativ, durch interne 
Prozesse, wie einer Cortisol-Überschussproduktion318 und dem natürlichen Alterungsprozess319 oder 
durch externe Einflussfaktoren, wie Röntgenstrahlung. Röntgenstrahlung kann erhebliche Schäden, 
besonders in proliferierenden Zellen, verursachen320. Aufgrund dessen sind Strahlentherapien, 
wirksame Strategien gegen schnell proliferierende Krebsgeschwüre321. Aber gleichzeitig auch eine 
Gefahr für die normale kognitive Entwicklung. In sensiblen Entwicklungsphasen des embryonalen322, 
frühen postnatalen323 und adulten Stadiums324 kann bereits niedrigdosierte Röntgenstrahlung 
irreparable Schäden hervorrufen. Die Analyse kurzfristiger Strahlungseffekte auf unterschiedliche 
neuronale Entwicklungsstadien und die Bestimmung langfristiger Folgen, ist daher umso wichtiger. 
Im ersten Kapitel wurden die Effekte einer Niedrigdosisbestrahlung zu den Entwicklungszeitpunkten 
E14.5 und p10 am Rad54-/- Mausmodell untersucht. Die embryonale Entwicklungsphase E14.5 
beschreibt bei Mäusen die Phase der massiven Zellproliferation in der ventrikulären und 
subventrikulären Zone325. Im Menschen entspricht diese Phase der Proliferation und Migration der 
sechsten embryonalen Entwicklungswoche326. Zu diesem Zeitpunkt formt sich der Hippocampus aus 
der proliferativen Zone der kortikalen Platte, und bildet das Subiculum, die Pyramidenzellen und 
schließlich den Gyrus dentatus327. Die frühe postnatale Phase p10 besteht bei Nagern aus einem 
Wachstumsschub des Gehirns328, bei welchem die Dichte der Axone und Dendriten drastisch 
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zunimmt329 und die Gliogenese ihren Höhepunkt erreicht330. Gleichzeitig wird zu diesem Zeitpunkt 
der Großteil an radialen Gliazellen generiert331. Diese neuronalen Stammzellen dienen in der 
späteren Entwicklung als Pool für junge Neurone die von der subgranulären Zone (SGZ) in den Gyrus 
dentatus (GD) einwandern332. Im Vergleich zu den Nagern, beginnt beim Menschen die Entwicklung 
des Hippocampus früher und erstreckt sich zudem über einen größeren Zeitraum333. Die äquivalente 
Entwicklungsphase beim Menschen ist, die späte Fetus-Entwicklung bis zum Kleinkindalter334. Sowohl 
E14.5 als auch p10 beschreiben somit Entwicklungsphasen, die durch externe Faktoren, wie 
Röntgenstrahlung, sensibel gestört werden können. 
Ein direkter Effekt der Röntgenstrahlung ist die Induktion von DNS Doppelstrangbrüchen (DSBs)335. 
Um diesen Effekt und die Folgen daraus genauer analysieren zu können, wurde im zweiten Kapitel 
dieser Arbeit die murine Zelllinie J1 als Modellsystem gewählt. Die üblicherweise als neuronale 
Stammzellen (NSZ) vorliegende Zelllinie J1336, lässt sich aufgrund ihrer multipotenten Eigenschaften, 
durch Veränderung der Kultivierungsbedingungen zu homogenen Neuronen-, Astrozyten- und 
Oligodendrozytenkulturen differenzieren. NSZ haben die Fähigkeit sich immer wieder selbst zu 
erneuern (symmetrische Teilung) oder eine Vorläuferzelle hervorzubringen (asymmetrische 
Teilung)337. Diese Vorläuferzelle kann sich durch extrinsische und intrinsische Signale 
weiterentwickeln und schließlich zu einer Gliazelle (Astrozyt, Oligodendrozyt) oder zu einem Neuron 
differenzieren338. In vivo bietet die subgranuläre Zone als Stammzellnische das ideale Milieu für 
Stammzellen, sich im proliferierenden, sich selbst erneuernden Zustand zu erhalten. Externe Signale 
sorgen hingegen dafür, dass Stammzellen aus ihrer Nische in den Gyrus dentatus migrieren und dabei 
zu Neuronen differenzieren339. In vitro können die verschiedensten Bedingungen nachgeahmt und 
somit aus den neuronalen Stammzellen neben Neuronen auch Astrozyten und Oligodendrozyten 
generiert werden340. Der Vorteil des in vitro Systems J1 ist, dass jeder neuronaler Zelltyp separat auf 
seine spezifische Radiosensitivität untersucht werden konnte. Ein Maß wie radiosensitiv ein Zelltyp 
 
329 Baloch et al. 2009. 
330 Catalani et al. 2002. 
331 Piatti et al. 2006; Hochgerner et al. 2018. 
332 Kriegstein und Alvarez-Buylla 2009. 
333 Zhong et al. 2020. 
334 Semple et al. 2013. 
335 Ward 1988. 
336 Conti et al. 2005. 
337 Bonaguidi et al. 2011. 
338 Kriegstein und Alvarez-Buylla 2009. 
339 Song et al. 2012; Abbott und Nigussie 2020. 
340 Conti et al. 2005. 
 
Diskussion  124 
ist, kann über verschiedene Faktoren ermittelt werden. So kann die Anzahl der strahleninduzierten 
DNS DSBs ein Maß für Radiosensitivität sein oder die Effektivität (Schnelligkeit, Fehlerfreiheit) mit 
welcher diese Brüche repariert werden. Ein sehr deutlicher Faktor der Strahlensensitivität ist die 
eingeleitete Apoptose. Besonders die stark proliferierenden Stammzellen sollen nach 
Röntgenbestrahlung überwiegend Apoptose einleiten. Allerdings ist dies häufig bei moderaten bis 
hohen Dosen der Fall341. Niedrigdosisbestrahlung bewirkt in neuronalen Zellen nicht zwangsläufig 
eine direkte Induktion von Apoptose. Häufig kommt es zu anderen strahleninduzierten Schäden, die 
erst im späteren Verlauf zur Ursache von Apoptose oder Nekrose werden342. Entsprechende 
Ergebnisse konnten in dieser Arbeit festgestellt werden. Eine Bestrahlungsdosis von 500 mGy 
verursachte weder in den neuronalen Stammzellen, noch in den Deszendentenkulturen eine erhöhte 
Apoptoserate. Die Induktion von DNS DSBs als Maß für eine Strahlensensitivität zu nutzen war 
ebenso ungeeignet, da neuronale Stammzellen aufgrund ihrer häufigen Zellteilung, rein physiologisch 
schon ein hohes Maß an DNS DSBs aufweisen343. Ebenso wie Neurone, die aufgrund ihres hohen 
Metabolismus mit einer erhöhten Dosis an freien Radikalen und zwangsläufig mit einer erhöhten 
Induktion an DNS DSBs umgehen müssen344. Aufgrund dessen wurde als Maß für die 
Strahlensensitivität die Effizienz der DNS DSB-Reparatur analysiert. 
Neuronale Stammzellen besitzen im Gegensatz zu ihren postmitotischen Deszendenten, 
hauptsächlich zwei Mechanismen für die Reparatur von DNS DSBs, die homologe Rekombination 
(HR) und die nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ)345. Die HR gilt als fehlerfreie, aber langsame 
Reparatur und ist begrenzt auf die Zellzyklusphasen S und G2. Die NHEJ ist während des gesamten 
Zellzyklus einsatzbereit, schneller in der Reparatur von DNS DSBs, dafür aber auch fehleranfälliger als 
die HR346. Fehlerhaft reparierte Brüche in Gensequenzen die noch transkribiert werden, können zu 
dysfunktionalen Proteinen bis hin zu entarteten Zellen führen347. DNS DSBs die nicht repariert 
werden, akkumulieren in der Zelle und können Ursache für eine spätere Induktion von Apoptose 
sein348. Umso paradoxer war die Beobachtung, dass gerade Neurone eine äußerst ineffiziente 
Reparatur der strahleninduzierten DNS DSBs zeigen. Allerdings konnte in vorangegangen Studien 
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ebenfalls beobachtet werden, dass Neurone, die ein Leben lang funktional sein müssen349 und 
metabolisch hoch aktiv sind350, dennoch eine verminderte DNS DSB-Reparaturkapazität aufweisen. 
So zeigten Sharma und Vyjayanti in unabhängigen Versuchen, dass die NHEJ-Kapazität in älter 
werdenden Neuronen rapide sinkt351. Das DNS DSBs allerdings nicht immer verheerende Wirkungen 
haben müssen, zeigten Superbielle und Madabhushi. Sie beobachteten, dass physiologische Aktivität 
in Nagern zu einer Induktion von DNS DSBs in spezifischen Promotorregionen von immediate early 
genes (IEGs) führt. Durch die Topoisomerase II-beta (Top2B) mediierte Bruch, setzt eine 
Signalkaskade in Gang, die am Ende zur Transkription der IEGs führt352. IEGs können selbst oder über 
die Aktvierung von weiteren Transkriptionsfaktoren, sowie neurotrophischen Faktoren, 
neuroprotektiv wirken353. Ausgelöst wird dieser Prozess über die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren 
in Neuronen354. NMDA-Rezeptoren gehören zu den ionotropen Glutamatrezeptoren und sind 
calciumpermeabel355. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der Einsatz von Glutamat zur Induktion von 
DNS DSBs und gleichzeitig zu einer verbesserten Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs führt. 
Zusätzlich konnte beobachtet werden, dass durch die Inhibition der NMDA-Rezeptoren, der Effekt 
der verbesserten Reparatur blockiert wird. Wie wichtig eine vollständige Reparatur von DNS DSBs in 
Neuronen ist, zeigt die Pathogenese von neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer, Demenz 
oder Parkinson356. 
Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit unterstützen die Hypothese, dass akkumulierte DNS DSBs 
zu Funktionsstörungen in Neuronen führen. So bewirkte die Bestrahlung mit 500 mGy eine Reduktion 
der Spontanaktivität in homogenen Neuronenkulturen. Die Spontanaktivität der Neurone konnte 
bewahrt werden, wenn diese zuvor mit Glutamat behandelt wurden. Die Ergebnisse deuten darauf 
hin, dass Neurone auch im Niedrigdosisbereich strahlensensitiv reagieren, dass die Aktivierung des 
glutamatergen Systems neuroprotektiv wirkt und dass DNS DSBs heterogene Faktoren sind, die 
physiologisch auftretend überlebenswichtig sind, strahleninduziert jedoch verheerende Ausmaße 
annehmen können. 
Welche entscheidende Rolle die Reparatur von DNS DSBs für die kognitive Funktionalität spielt, wird 
ebenso durch die in vivo Versuche deutlich. Das HR-defiziente Mausmodell Rad54-/- entwickelte sich 
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phänomenologisch normal, allerdings zeigte es starke Beeinträchtigungen im räumlichen Lernen. 
Zusätzlich war die Anzahl der jungen Neuronen im Gyrus dentatus signifikant reduziert. Möglich ist, 
dass die defizitäre HR schon zu Beginn der Entwicklung der Rad54-/- Mäuse zu einer Akkumulation 
von DNS DSBs in den embryonalen Stammzellen führt. Besonders embryonale Zellen, die sich viel 
und schnell teilen357 müssen die Integrität ihres Genoms aufrechterhalten, um nicht zu entarten. 
Dafür ist die akkurate Reparatur von DNS DSBs durch die homologe Rekombination unerlässlich358. Ist 
der Mechanismus der DNS DSBs-Reparatur beeinträchtigt, können Zellzyklus-Kontrollpunkte die 
Zellen im Zellzyklus verharren lassen oder Apoptose einleiten, um beschädigte Zellen an einer 
Zellteilung zu hindern359. Dies hätte eine Reduktion der Stammzellen im Embryonalstadium zur Folge, 
das wiederum zu einer reduzierten Anzahl an Stammzellen in der sich später entwickelnden 
subgranulären Zone (SGZ) führen würde. Der Ursprung der adulten Stammzellen aus der SGZ ist bis 
heute umstritten. So sollen sie einerseits aus Zellen des embryonalen Neuroepithelium entstehen, 
welche schon während der embryonalen Entwicklungsphase für die Bildung von Körnerzellen 
verantwortlich gewesen sind360; zum anderen können die adulten NSZ aus einer späten Phase der 
Embryonalentwicklung stammen, wenn sie aus einer Population von sonic hedgehog (Shh)-
responsive-Zellen aus dem ventralen Hippocampus hervorgehen. Die Deszendenten dieser 
Population sollen während der weiteren Entwicklung in den dorsalen Hippocampus einwandern und 
dort die Quelle der adulten NSZ bilden361. Eine reduzierte Anzahl an adulten Stammzellen in der 
subgranulären Zone hätte zur Folge, dass weniger junge Neurone in das neuronale Netzwerk des 
Gyrus dentatus integriert werden können. Denkbar ist zudem, dass nicht die Stammzellen aufgrund 
akkumulierter DNS DSBs apoptotisch werden, sondern die Vorläuferzellen, welche in den Gyrus 
dentatus migrieren. Während der Migration und Maturation durchlaufen die Vorläuferzellen kritische 
Phasen, in denen sie besonders sensitiv auf Störfaktoren reagieren362. Eine zusätzliche Belastung 
durch akkumulierte DNS DSBs könnte zum Zelltod vieler junger Neurone und so zu einer 
Beeinträchtigung des räumlichen Denkvermögens führen. Interessanterweise zeigen die an E14.5 
und p10 mit 500 mGy bestrahlten Wildtypmäuse ähnliche Ergebnisse. So korreliert auch in diesem 
Fall, der Verlust an jungen Neuronen mit einem ausgeprägten räumlichen Lerndefizit. So konnte Klink 
zeigen, dass sowohl in den an E14.5 500 mGy bestrahlten als auch in den an p10 500 mGy 
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bestrahlten Tieren eine Reduktion an DCX positiven Zellen im Gyrus dentatus vorliegt und dass diese 
verminderte Neurogenese mit einem beeinträchtigten räumlichen Denkvermögen einhergeht363. 
6.1 Schlussfolgerung 
In einer Zeit, in der Röntgenstrahlung zum modernen Leben des Menschen gehört; sei es nun zur 
Bekämpfung von Tumoren364, für die medizinischen Bildgebung und Diagnostik365 oder die 
Strahlenbelastung durch Flugzeug- und Raumfahrten366, ist es essentiell die Prozesse zu verstehen, 
welche die Strahlung im menschlichen Körper auslöst. In dieser Arbeit wurde der folgenreichste 
Effekt der Röntgenstrahlung, die Induktion von DNS DSBs, im neuronalen System untersucht. Die 
dafür verwendeten murinen in vitro und in vivo Modelle lieferten Erkenntnisse darüber, dass 
neuronale Zellen, sowohl im embryonalen, postnatalen und adulten Stadium radiosensitiv reagieren. 
Die Radiosensitivität äußerte sich bei einer Dosis von 500 mGy nicht in einer direkten Erhöhung der 
Apoptoserate der neuronalen Zellen, stattdessen konnte eine verlangsamte Reparatur von DNS DSBs 
in Neuronen beobachtet werden. Diese verzögerte Reparatur, sorgte in den homogenen 
Neuronenkulturen für eine Reduktion der Spontanaktivität und einer Abschwächung der 
Signalamplituden. Störungen im neuronalen Netzwerk wurden auch durch eine defizitäre HR 
ausgelöst, die aufgrund einer Gendeletion des Reparaturproteins Rad54 im Rad54-/- Mausmodell 
bestand. So weisen die Rad54-/- Mäuse eine Beeinträchtigung im komplexen räumlichen Lernen auf. 
Das beeinträchtigte Denkvermögen korreliert mit der reduzierten Anzahl an jungen Neuronen im 
Gyrus dentatus der Tiere. Offensichtlich führt die Induktion, Akkumulation bzw. die nicht korrekte 
Reparatur von DNS DSBs zu kognitiven Schäden. In vorausgehenden Studien konnte eine Verbindung 
zwischen nicht bzw. fehlerhaft reparierten DNS DSBs und neurodegenerativen Krankheiten 
beobachtet werden367. Ob eine Akkumulation von DNS DSBs in den embryonalen Stammzellen der 
Rad54-/- Mäusen zu einer Reduktion des Stammzellpools der SGZ und damit zu einer verminderten 
Generationsfähigkeit von jungen Neuronen führt, müsste mit histologischen- und Sequenzierungs-
Methoden untersucht werden. Dafür könnte die Anzahl der Stammzellen durch 
Immunfluoreszenzfärbungen in der SGZ, und die Anzahl an DNS DSBs durch Next-Generation 
Sequencing bestimmt werden368. 
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auch, dass die Induktion von DNS DSBs nicht zwangsläufig 
schädlich für die Zelle sein muss. DNS DSBs treten auch unter physiologischen Bedingungen auf und 
sind mitunter überlebenswichtig. Dazu zählen Prozesse wie die endogen induzierten DSBs während 
der Zellteilung369 oder generierte DSBs bei der somatischen Rekombination von B-Zellen370. Darüber 
hinaus wurde ein System in Neuronen beschrieben, bei dem DNS DSBs, mediiert durch das Enzym 
Topoisomerase II-beta, gezielt in Promotorregionen von immediate early genes (IEGs) gesetzt 
werden, um deren Transkription zu ermöglichen371. Ein Anstieg der IEG-Expression steht im 
Zusammenhang mit der Fähigkeit schneller auf Umwelteinflüsse reagieren zu können und das 
Zellüberleben zu stärken372. Aktiviert wird dieser Signalweg über das glutamaterge System373. 
Tatsächlich zeigte die Behandlung der homogenen Neuronenkultur einerseits die Induktion von DNS 
DSBs und gleichzeitig eine verbesserte Reparatur von strahleninduzierten DNS DSBs. Dadurch erhielt 
Glutamat nicht nur die Spontanaktivität der Neuronen aufrecht, sondern verstärkte diese noch. 
Dieser Effekt ist für die Neuronen exklusiv. Eine verbesserte Reparatur von strahleninduzierten DNS 
DSBs konnte nicht in den Glia- oder Stammzellkulturen beobachtet werden. Ob die Induktion von 
DNS DSBs durch Glutamat in der homogenen Neuronenkultur tatsächlich über die physiologische 
Signalkaskade mit Top2B ausgelöst wird, kann über das Expressionsmuster von IEGs wie cFos 
bestimmt werden. Zudem könnte die Aktivität der Top2B durch den Inhibitor Merbarone374 blockiert 
und die neuroprotektive Wirkung von Glutamat erneut getestet werden. Eine differenziertere 
Untersuchung von DNS DSBs ist weiterhin nötig, um die Unterschiede zwischen gefährdenden und 
schützenden Brüchen auszumachen. 
Insgesamt zeigen die Untersuchungen dieser Arbeit, dass neuronale Zellen unabhängig von ihrem 
Differenzierungsstatus sensitiv auf Niedrigdosisstrahlung reagieren, dass diese Sensitivität auf die 
Induktion, Akkumulation oder dysfunktionale Reparatur von DNS DSBs zurückzuführen ist und dass 
DNS DSBs eine Vielzahl von Signalwegen in neuronalen Zellen auslösen, die je nach Induktion - extern 
durch Röntgenstrahlung oder intern durch Aktivierung von NMDA-Rezeptoren - das Zellüberleben 
stärken oder gefährden. 
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